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LINSTITUT PASTEUR 


Note sur la conservation des “toxins solubles ” 


par M. NICOLLE er Cx. TRUCHE 


Le meilleur moyen de conserver les toxines, c’est incontesta- 
blement de les précipiter avee un réactif approprié et de les 
garder ensuite a Il’état sec, dans le vide. en évitant l’action 
solaire. On conserve souvent aussi les filirats microhens entre 
toluéne et chloroforme (glaciére-obscurité); aprés une baisse 
initiale, le pouvoir toxique demeure habiluellement constant 
nendant longtemps. Nous donnons, pratiquement, la préférence 
aux « solulions » glycérinées, préparées de la fagon suivante : 
Le poison sec est ajouté en exces & de l’eau glycérinée (4 a) dans 
un gros tube et le mélange gardé au froid; on agite, durant 
quelques jours, puis on laisse déposer. Lors de l'usage, on pré- 
léve le liquide clair avec une pipette donnant le 50° de e.c., 
pipette stérilisée simplement a l’eau bouillante et bien égouttée. 
L’excés de toxine non ulilisé est rejeté dans le tube. Grace a la 
haute teneur en glycérine de la « solution » toxique, cette ma- 
noeuvre peut étre répétée, autant qu’on le veut et pendant des 
années, sans le moindre inconvénient. 

Notre prozédé, plus expéditif et plus économique en fin de 
compte que la pesée, nous semble également plus comparable 
{tant que l’activité demeure constante). 

Laissant de coté, pour aujourd hui, cequi concerne les venins, 
nous mentionnerons briévement les résultats obtenus avec les 
lowines tétanique et diphtérique et avec la ricine. Les recherches ont 
été faites sur des lapins de 690-800 grammes, des cobayes de 
500-600 grammes et des souris de 20 grammes (animaux males), 
Chacun des chiffres, indiqués dans nos tableaux, représente fa 
moyenne de deux ou plusieurs expériences ; d’ailleurs, les écarts 
observés sont toujours demeurés trés faibles. 
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Toxine tétanique. 


Nous avons opéré sur divers échantillons de poison sec 
(filtrats précipités par le sulfate d’ammoniaque), dus & l’obli- 
geance du regretté D' Momont etde notre amile D' Loiseau. Avec 
un excés modéré de ces poisons secs, l’activité des « solutions » 
demeure pratiquement constante pendant au moins 2 ans ; avec 
un plus grand. exces, durant plus longtemps encore (peut-étre 
le double), 

Voici quelques chiffres, concernant l’eflicacité comparée d’une 
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« solution » mére (excés modéré de poison) et de ce méme li- 
quide, partiellement décanté aprés 6 mois. L’influence favorable 
du poison en excés résulte clairement de la comparaison des 
deux tableaux. On notera aussi que la «solution » mére conserve 
réellement, aprés 5 ans, une toxicité trés marquée, - 


Toxine diphtérique. 


(Poisons secs dus, également, al’obligeance des D's Momont 
et Loiseau). On sait que la toxine diphtérique ne partage pas, a 
létat liquide, la résistance notable de la toxine tétanique. Avec 
un exces modéré de poison sec, l’activité des « solutions » se 
conserve pratiquement constante pendant 3 bons mois. Puis, 
arrive la baisse progressive, dont les chiffres suivants, malheu- 
reusement peu nombreux, donneront cependant une idée assez 
juste. 


Souution titrée, pour la premiére fois, aprés 15 jours. 
Injections sous-cutanées. 


Ig. + en 2 jours. 
Aprés 15 jours....... S 
Vg. + en 1 jour 


Ye. +en 3j. %. 


I g. + en 2 jours. 


Aprés 1 mois % ....... 


Il g. ne donnent qu’un empatement local, 
avec crotite superficielle. 


Ill g. = empatement et crotite superficielle. 


Apres 3 ans + 7 mois... V g. = eschare étendue. 


Aprés { an + 5 mois... 


Xg =eschare élendue. 


Ricine. 

([solée, pournous, des tourtaux de ricin, par notre amie 
Alilaire. Fraction nements & l’alcool. Poisonrés actif). Le ta- 
bleau suivant concerne une « solution » préparée avec exces 
modéré de ricine séche. Aprés 26 mois, lactivité ne semble 
point avoir fléchi. Le titrage sera continué, d’année en année, 


2 mois. 
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Note sur la toxine et Vantitoxine tétaniques 


pak M. NICOLLE er H. MOUTON 


Au cours dexpériences sur le tétanos, nous avons été 
conduits a étudier action de doses régulitrement décroissantes: 
dun sérum tres actif sur une dose constante de toaine « stable », 
chez la souris et le cobaye. 

La quantité de toxine choisie équivalait 21/50 de c.c. d'une 
solution glycérinée, préparée comme il a été indiqué dans le 
travail précédent. Cette quantité, administrée par la voie intra- 
musculaire, tuait la souris de 20 & 22 grammes en 1 jour 1/2. 
(On observait quelquefois, il est vrai, une agonie prolongée) 
et le cobaye de 500-600 grammes en 3 jours 1/2 (sauf rares 
exceptions) ; elle représente 2 doses minima mortelles pour le 
cobayve et 5 pour la souris. 

Le sérum a‘ été employé tantot mélangé a la toxine, tantot 
séparé; et, dansce dernier cas, soit préventivement, soit simul- 
tanément, soit enfin curativement. 

Les données que nous allons résumer découlent d'un 
nombre tres élevé de recherches et offrent, en conséquence, 
toute exactitude désirable. Nous sommes convaincus qu’elles 
pourront rendre service aux chercheurs, 


SERUM ET TOXINE MELANGES. 


(1/2 heure A la température ordinaire. Injection du mélange dans les 
‘muscles. gastrocnémiens), 
Entre 10-6 (1) c. c. et 5.10-7, pas de tétanos. 
Eutre 5.10-7 c. c. et 10-7, tétanos curable. 
SOURIS Entre 10-7 c. c. et 10-8, mort avec retard. 
Au-dessous de 10-8, mort sans retard. 


(1) Nous rappelons yue 10-- 1/10, 10-2 1/100 et ainsi de suite.” 
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Entre 5.10-5 c. c, et 10-5, pas de tétanos. 
Entre 10-5 c. c. et 10-8, tétanos curable. 
Entre 10-8 c. c. et 10-7, mort avec retard. 
Au-dessous de 10-7, mort sans retard. 


COBAYE 


SERUM PREVENTIF.. 


(24 heures avant la toxine. Chacun dans une patte différente.) 


Autour de 5.10-‘ ¢. c., pas de tétanos. 
Entre 5.10-4 c. c. et 3.10-, tétanos curable, 


SOURIS ) Entre 3.10-6 c. c. et 10-8, mort avec retard. 
Au-dessous de 10-8, mort sans retard. 
Entre 10-' c. c. et 5.10-?, pas de tétanos. 
\ Entre 5.10-? c. c. et 3.10-', tétanos curable. 
COBAYE 


} Entre 3.40-4 c. c. et 3.40-°, mort avec retard. 
Au- dessous de 3.10-°, mort sans retard, 


SERUM SIMULTANE, 


(Sérum dans une patte, toxine dans l’autre). 


(Dans tous les cas, saufun, le tétanos a éclaté), 


Autour de 5,40-! c. ¢., tétanos trés léger. 
SOURIS } Entre 5.10-! c. c. et 5.10-5, tétanos curable. 
| Entre 5.10-® ec. c. et 5.40-7, mort avec retard. 
Au-dessous de 5.10-7, mort sans retard. 


(Dans tous les cas le tétanos a éclaté), 


\ Autour de 4c, c,, tétanos trés léger. 
COBAYE Entre 4c. c. et 4.10-', tétanos curable, 

] Entre 4.40-* c. c. et 5.10-5, mort avec retard. 
Au-dessous de 5.10-5, mort sans retard. 


\ 


SERUM CURATIF. 


(24 heures aprés la toxine, Chacun dans une patte différente). 


(La mort est toujours survenue). 


Entre 5.10-' c. c. et 10-8, rien de net quant au retard dans la 


SOURIS mort. 


Au-dessous de 10-3, il n’y a eu que rarement des agonies pro- 
longées. 
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| (Il a toujours été possible de provoquer des crises chez les 
animaux). 


Entre 10 c. c. et 1 c. c., mort lente (2-3 semaines) dans 1/10 des 
cas, 
Entre 4c. c. et 10-?, mort moins lente (1-2 semaines) dans la 
COBAYE moitié des cas. 
Entre 10-? c, c. et 10-3, mort plus rapide (retard généralement 
inférieur & une semaine) dans les 2/3 des cas. 
Entre 10-% c, c, et 10-‘, mort constante (avec retard plus ou 
| moins marqué). 
| Au-dessous de 10-‘, mort sans retard. 


Kn dehors de leur valeur documentaire, les chiffres que 
nous venons de rapporter présentent un intérét immédiat. Ils 
permettent de voir, en effet, dans quel sens évolue la diffé- 
rence de sensibilité du cobaye et de la souris au regard de 
Vintoxication tétanique, chez les animaux soumis, de diverses 
facons, a l’action du sérum. 

Si lon néglige le poids relatif des deux espéces (sujets 
adultes), le cobaye se montre un peu moins sensible que la 
souris; si l’on en tient compte, bien plus sensible. Tous les 
auteurs sont d’accord la-dessus. 

Lors des injections de mélanges « toxine+sérum » et méme 
en faisant abstraction des différences de poids, le cobaye 
apparait bien plus sensible que la souris (nos recherches con- 
firment done celles de Buchner)(1). Quand on administre le 
sérum préventivement, la différence entre les deux espéces 
s’accentue encore davantage, tandis que. dans le cas des 
injections simultanées, on revient & peu prés au rapport 
observé lors des mélanges (mais ici, naturellement, avec des 
doses de sérum bien plus fortes). 

L’emploi de l’antitoxine & titre de curatif (tel que nous 
Vavons réalisé) ne saurait rien apprendre concernant la diffé- 
rence de sensibilité des deux espéces, ainsi qu’on peut s’en 
convaincre & Vinspection de nos résultats. Mais il décéle des 
ditlérences trés nettes dans l’espece cobaye, exprimées par la 
variation réguliére du taux de la mortalité quand on fait varier 
les doses de sérum administrées. % 

(4) Dins leur travail sur les anticorps, Pozerski et l’un de nous ont proposé 


une explication de cet ordre de phénoménes, en accord avec les idées de Cotton 
et Mouton sur la coagulation des colloides. 


A propos de Vaction de la chaleur 
Sur les antitoxines 


par M. NICOLUE er C. JOUAN 


Il est permis de croire —et telle est notre opinion — que la 
chaleur agit sur les antitoxines en les*coagulant. Mais, étant 
donné que ces substances quasi inconnues affectent, avec 
certains constituants des sérums correspondants, des relations 
si inlimes qu’on n’a pu encore les détruire, on se trouvera bier 
de considérer la coagulation vesible des sérums comme le 
révélateur de la coagulation invisible des antitoxines. 

Raisonnant ainsi, nous nous sommes posé la question 
suivante : peut-on, en empéchant la coagulation des sérums (a 
100°), empécher, du méme coup, la coagulation des anticorps. 
qu ils recélent? Pour y répondre, nous avons choisi le sérum 
antitétanique. 

Une premiére idée se présente immédiatement : étendre le 
sérum deau distillée et plonger, dans le bain-marie bouillant, le 
tube qui contient le mélange. Malheureusement, la propriété anti- 
toxique disparait de suite. La coagulation du sérum étendu 
demeure cependant trés faible; on observe, tout juste, un 
léger louche. C’est encore trop, et nous avons été conduits a 
faire intervenir « par compensation » des substances décoagu- 
lantes. Parmi celles-ci, ’urée s’est montrée la meilleure; on 
pouvaitle prévoir, d’aprés les travaux de Limbourg et de Spiro. 
Toutefois, si ’urée décoagule les albuminoides (leur imprimant 
une modification purement physique, au moins dans l’acception 
traditionnelle du mot), elle ne borne point 1a ses effets et pro- 
yoque un certain degré d’hydrolyse (modification de m%me sens 
que.l’autre, mais incontestablement d’ordre chimique), préjudi- 
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ciable 4 la conservation intégrale de l’antitoxine, Les résultats 
obtenus demeurent donc imparfaits et impliquent la nécessité 
de découvrir des composés décoagulants et non hydrolysants, 
si tant est quil en existe. Nous sommes décidés cependant & 
continuer nos recherches dans cette yoie, convaincus que l'étude 
des anticorps ne saurait étre abordée fructucusement que par 
Vemploi de réactions trés ménagées. 

Ceci posé, nous résumerons briévement nos expériences, 
déja fort nombreuses. La formule qui nous a le mieux réussi 
est la suivante (que nous appellerons, en abrégé, « formule 


type ») : 


OTM te tia he ee te ALE IE 
WU RCOr ae are ieee re Lor. 
Eaudistiloes.-.t 6a ss jusqu a. 10 ¢.c. 


On prépare une série de tubes contenant le mélange précédent ct, aprés 
les avoir ounon scellés, on les soumet a l’action del’eau bouillante pendant 
5-25 minutes. Puis, on injecte les liquides dans les muscles gastrocnémiens 
d’une série de cobayes (500-600 grammes), qui recoivent le lendemain, par 
la méme voie et dans la patte opposée, la dose de toxine tétanique tuant en 
2 jours 1/2. 

L’expérience que voici, prise au hasard, montrera ce qu'il advient. 


TEMPS RESULTATS ’ OBTENUS 
de ie 
chauffage Tube scellé. Tube ouvert. 


Tétanos léger. Tétanos léger. 

Télanos moyen, Tétanos moyen. 

Teélanos sévere. Tétanos sévere. 
Mort en 4 jours 4% Mort ¢n 4 jours % 
Mort en 4 jours % Mort en 3 jours. 


2 témoins morts en 2 jours %. Les résultafs indiqués dans chaque cas 
représentent la moyenne de 2 expériences, d’ailleurs presque concordantes. 


Il n’est pas rare que les cobayes, auxquels ona administré 
le sérum chauffé 5 minutes 2 100°, ne présentent aucun acciaent 
iétanique. D’autre part, avec une dose de poison mortelle en 
3-4 jours, les sujets qui ont recu le sérum chaulfé 20 minutes 
peuvent résister au tétanos sévére et ceux qui ont recu le 
sérum chauffé 25 minutes succomber notablement en retard 
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‘sur les témoins. Comparant le sérum chauffé 5 minutes et 
le sérum non chauffé, on se convaine que le titre antiloxique 
du second tombe au 10¢ de sa valeur environ, sous l’influence 
de la chaleur. — Inutile de dire que le sérum normal de 
cheval, chauffé aprés addition d’urée, n’acquiert aucun pouvoir 
antitétanique. 

Nous avons remplacé, dans la « formule type », 1c. c¢. de 
sérum par 10-' v. c., 5.10-7c. c. — 2, 3, 4c. c. Avec 10-1 c..¢., 
les résultats sont moins bons qu’avec 1c. c., mais avec 5.10-*c. ¢, 
quasi identiques — avec 2.¢. c., quasi identité encore; avec 
3c. c., résultats trés inférieurs; avec 4 c. c., francbhement 
mauvais. Il faut done assez de sérum, pour limiter la perte 
globale d’antitoxine due au chauffage, mais il n’en faut pas trop, 
pour ne pas sortir de la « zone protectrice » due a l'urée. (Si 
Yon dissout 1 gramme durée dans 1 c. c. de sérum sans ajouter 
deau distillée, les résultats sont presque aussi bons qu’en 
suivant la « formule type »). 

Les mélanges, soumis & l’action de l’eau bouillante, devien- 

nent un peu alcalins (décomposition partielle de Vurée) et 
déterminent, en conséquence, des empatements de la région 
injectée. Si l’on ajoute 1/20 ce. @HCI N/10 avant ou aprés le 
chauffage, on prévient ou neutralise l’alcalinité, et la tumé- 
faction locale n’a point lieu. (L’addition préalable d’HCl n’en- 
trave nullement hydrolyse du sérum, car les effets obtenus ne 
sont pas modifiés). 
_ Ajoutons, pour terminer, qu'il semble inutile de sceller les 
tubes avant le chauffage ; peut-étre le fléchissement de l’anti- 
toxine est-il moindre d'une fagon générale, mais les différences 
observées demeurent pratiquement négligeables. 


Recherches sur Vindividualité de la Cellase 
et de l’Emulsine 


PAR MM. GasrieL BERTRAND er Artuur COMPTON 


La cellase, nouvelle diastase signalée par l’un de nous, en 
collaboration avec M. Holderer (1), dans plusieurs espéces végé- 
tales, posséde comme caractére fonctionnel d’hydroliser le cel- 
lose. On sait que ce dernier est un saccharide réducteur dont les 
rapports avec la cellulose sont les mémes que ceux du maltose 
avec l’amidon. Le résultat de hydrolyse est, dans un cas comme 
dans l’autre, la mise en liberté de deux molécules de glucose ordi- 
naire. 

La distinction de la cellase d’avec la maltase, la sucrase, la 
tréhalase et la plupart des diastases analogues a été bien établie. 
Seul, le point de la démonstration concernant les rapports de la 
cellase avec l’émulsine a pu paraitre un peu faible, car on n’a 
pas réussi 4 obtenir de préparation diastasique active exclusive- 
ment sur le cellose ou sur l’amygdaline. Il n’a été possible de 
conclure, contrairement a une opinion exprimée par E. Fischer 
et G. Zemplén (2), 4 la non identité des deux diastases qu’en uti- 
lisant certains caractéres dont la nouveauté était capable d’atté- 
nuer la valeur. 

Etant donné l’intérét théorique de la question, il nous a paru 
nécessaire de chercher des arguments moins discutables. Nous en 
avons trouvé un dans la grande variabilité de la richesse relative 
en cellase et en émulsine des préparations diastasiques d’origine 
différentes. 


. (1) Gasriet Bertranp et M. Hotperer, Bull. Soc. chim., 4° série, t. VII, p. 177 


(1910). 
(2) Ann. der.. Chem., t. CCCLXYV, p. 1 (1909). 
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Nous avons extrait, en général par épuisemert a l’eau chlo- 


roformée et précipitation par l’alcool, les diastases contenues 
dans un certain nombre de graines et dans le son de froment. 
Aprés avoir été débarrassées des matiéres coagulables par une 
dissolution dans l’eau pure et une nouvelle précipitation, ces 
préparations diastasiques ont été desséchées dars le vide. 

Nous avons ensuite déterminé, par tatonnements, la quantité 
de chacune de ces préparations qui était nécessaire pour dédou- 
bler, dans des circonstances identiques (concentration en subs- 
tance dédoublable, température et durée de lexpérience) : 1° un 
certain poids de cellulose; 2° le poids équimoléculaire d’amygda- 
line. Autrement dit, nous avons mesuré, d’une maniére relative, 
activité de chacune des préparations diastasiques vis-a-vis du 
cellose et vis-a-vis de ’amygdaline. 

Dans ces conditions, il est bien évident que si la cellase et 
l’émulsine sont identiques, le rapport des deux activités doit étre 
constant. Or, comme on va le voir, ce rapport varie beaucoup, 
au contraire, suivant Vorigine des préparations. — 

Voici le plan de nos expériences : 

Pour déterminer la richesse en ccllase, nous faisions agir un 
poids directement pesé de préparation diastasique sur 0 gr. 050 
de cellose pur dissous dans 4 c.c.d’eau. Aprés15 heures de contact, 
le mélange étant plongé dans un bain maintenu a la température 
de + 50°, nous dosions le pouvoir réducteur. Nous faisions en 
méme temps une expérience témoin, dans laquelle les 0 gr. 050 
de cellose étaient ajoutés a la solution diastasique, maintenue 
aussi 15 heures a + 50°, seulement au moment du dosage. La 
quantité de sucre dédoublée était calculée d’aprés augmentation 
du pouvoir réducteur (1). Afin de rester dans de bonnes conditions 
expérimentales, nous avons pris comme terme absolu de compa- 
raison la quantité de diastase qui hydrolysait seulement 
50 0/0 du cellose. 

Pour déterminer l’activité de l’émulsine, novs avons opéré 
d’une maniére analogue, mais, afin d’obtenir une quantité 
d’acide cyanhydrique suffisante pour un bon dosage, nous avons 
pris un poids relatif d’amygdaline 5 fois plus grand que celui du 

0,050 >< 5H >< 5 


342 


(1) G. BERTRAND et M. Norperer, Bull. Sac. chim., 4° série, t. VII. p. 477 (1910) 


cellose, soit = 0 gr. 373, dissous dans 20¢. c¢. 


I 


4 imi 
\ 
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@eau. L’acide cyanhydrique était. dosé, aprés distillation a la 
vapeur, par la méthode de Denigés (1). Ici encore nous avons pris 
comme terme absolu de comparaison la quantité de diastase qui 
hydrolysait la moitié du glucoside. 

Lorsqu’une préparation était si active (6mulsine des s abricots 
et des amandes douces) qu’il aurait fallu en peser des quantités 
trop petites, inférieures a5 milligrammes, nous préférions réduire 
la durée de Pexpérience, puis, par le calcul (en admettant une 
action proportionnelle au temps), ramener les résultats a la durée 
normale de 15 heures. Lorsque, au contraire, activité était trop 
faible et aurait exigé des poids considérables de diastase (plu- 
sieurs grammes par expérience), nous cherchions seulement a 
nous rapprocher le plus possible du terme de comparaison, sans 
augmenter la durée de l’expérience, et (admettant une action 
proportionnelle au poids de diastase), nous calculions la quantité 
qui avrait été nécessaire pour obtenir une hydrolyse de 50 0/0. 

C’est seulement, comme on peut l’imaginer, par des séries d’es- 
sais que nous sommes arrivés, peu a peu, a connaitre chacune 
des valeurs que nous voulions déterminer. Encore chacune des 
valeurs admises est-elle tirée de plusieurs autres suflisamment 
rapprochées. Ainsi, ayant trouvé, dans les derniers essais avec 
la préparation diastasique retirée des amandes d’abricot, que : 

4 milligr. 5 hydrolysaient 51,6 0/0 de Vamygdaline en 
2 heures (a). 

5 milligrammes hydrolysaient 52,1 0/0 de l’amygdaline en 
2. heures (0). 

5 milligrammes hydrolysaient 54,0 0/0 de Vamygdaline en 
2 heures (c). 
ce qui correspond a 


4 milligr. 34 pour une gydralyse CLO OU AO eens 6 (a) 
A TQ = dei SS peek (db) 
id 91s dale em dl OY ae os G02 eae soe OAC) 


Nous avons admis la valeur moyenne 4,59 comme valeur défi- 
nitive. Puis, nous avons ramené, en divisant par 7,5, ala valeur 
correspondante a une action de 15 heures. 

Toutes les préparations diastasiques que nous avons examinées 
ne renfermaient pas des quantités facilement appréciables de 


2(1) DENIGiS, Ann. Chim. Phys., 7° sévie, t. VI (189 


a 
a 
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cellase et d’émulsine. Certaines n’en contenaient que des traces 
ou méme pas du tout (1). Nous ne donnons ici que les résultats 
obtenus avec des préparations suffisamment actives pour quwil 
soit possible de compter sur les dosages. 

Afin de faciliter les comparaisons, les résultats sont exprimés 
par les quantités, en milligrammes, de préparations diastasiques 
nécessaires pour décomposer la moitié d’une molécule-milligramm 
soit de cellose (C), soit d’amygdaline (A), (le volume de la disso- 
lution étant de 27 c. c., 4, la température de + 50° et la durée 
de l’expérience de 15 heures). 


ORIGINE DE LA PREPARATION G A 
Amandesrdcabricotsi diecrme cece ne nuraetecs 69,36 0,82 84,57 
Ataandéstdous [re proparation. «. .\ocvisees os 31,74 0,46 69,00 

eae lea ef Sen pre DATA tON esa tos pitete 40,22 0,63» 63,84 


SSPE AS SO : Fe PLOPATAONG. aac. ere oeie 2284 41,55 1,98 
Graines de mais. } Qeepréparation. cieccs cact Ane eR) 13,43 4,75 
“dre préparation, recente .... 273 408 0,67 
Son de froment. ; 2° préparation, récente..... 385 610 0,63 
\ 3¢préparation, dgéede sans. 745 42,50 0,60 


Ainsi, la préparation diastasique retirée des amandes d’abri- 
cots est environ 82 fois plus active sur ’amygdaline que sur le 
cellose; celle, au contraire, qui provient du son de froment 
attaque avec plus de favilité le sucre que le glucoside. Les dias- 
tases des amandes douces et des graines de mais se placent entre 
ces deux extrémes (2). Ces résultats démontrent que la cellase et 
V’émulsine s’accompagnent en proportions trés variables suivant 
les plantes; ils établissent, en méme temps, d’une maniére trés 
nette, Vindividualité de chacune de ces deux diastases. 


(1) Notons en passant que nous n’avons trouvé ni cellase, ni émulsine dans les pré- 
parations diastasiques extraites des graines de moutarde blanche et des graines de 
Perse, bien que ces préparations aient été trés riches, la premitre en myrosine, la se- 
conde en rhamninast, 


C 
(2) On remarquéera la constance du rapport a Pour chaque origine diastasique. 


- 


— VAnaphylaxie Rachidienne “ 
et les moyens de s’en préserver 


DIXIEME MEMOIRE (2) 
eAR A. BESREDKA er Mlle §. LISSOFSKY, pe Sarnt-Pitrerspoura. 


Travail du Laboratoire de M. METCAHNIKOFF 


Le sérum antiméningococciqie qui agit seulement en injec- 
tion intrarachidienne, a remis sur le tapis la question des acci- 
dents sériques chez Vhomme. Jusqu’a ces derniers temps, nulle 
part on ne se préoccupait moins de ces accidents qu’en France et 
pour cause : alors que dans les autres pays, on enregistrait pres- 
que journellement des troubles graves causés par les sérums, 
seule la France jouissait d’une immunité relative vis-a-vis de la 
maladie sérique : trés atténuée, celle-cise traduisait par des urti- 
caires et, tout au plus, par des douleurs articulaires et un léger 
mouvement fébrile. Or, tout a changé depuis que l’on s’est mis a 
injecter du sérum dans le canal rachidien; dans Paris seul il s’est 
produit, a notre connaissance, en trés peu de temps, une dizaine 
de cas mortels imputables a4 l’injection du sérum. Tout récem- 
ment, M. Hurinet (3) a jeté un cri d’alarme a propos de 4 cas 
mortels observés chez des sujets ayant regu du sérum dans la 
cayité rachidienne. 

En présence de ces faits qui ne manqueront pas de se multi- 
plier si on n’y prend garde, nous avons cru utile de porter la 
question sur le terrain expérimental. 

Dés le début de nos recherches sur l’anaphylaxie sérique, 
dans notre premier mémoire, nous avons émis Vidée que les centres 
nerveux devaient participer, pour une grande partie, aux trou- 
bles sériques ; nous nous sommes dit notamment que les cobayes, 
dits sensibilisés, pouvaient bien étre porteurs de lésions cen- 

(1) Voir la note préliminaire dans les Compt. rend. Soc. Biologie, 25 juin 1910. 
(2) 4) Ces Annales, 1907, p. 117; 2) Ibid., p. 384; 3) Tbid., p. 777; 4) Ibid., p. 950; 
5) Ibid., 1908, p. 496; 6) Ibid., 1909, p. 166; 7) Bull. Institut Pasteur, 1909, p. 724; 


8) Ces Annales, 1909, p. 804; 9) Lbid,, 1910, novembre. 
(3) Presse médicale, 2 juillet 1910. 
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trales latentes qu’une 2¢ injection viendrait réveiller. Partant de 
cette idée, nous avons porté le sérum, lors de la 2° injection, direc- 
tement sous la dure-mére. En frappant ainsi la cellule sensible, 
nous avons réussi, en effet, 2 provoquer ce que nous appelames 
le « choc anaphylactique » et cela avec des doses beaucoup. plus 
faibles et avec une régularité plus grande que lors des injections 
sous-cutanées ou intrapéritonéales. 

C’est la méme idée qui nous fit tenter la voie spinale. Toutes 
nos expériences ont porté sur des cobayes (1). Lorsqu’on 
injecte dans la cavité rachidienne a des cobayes sensibilisés au 
sérum de cheval, de 1/2 a 1/15 ¢. c. de ce sérum,; on réussit a 
provoquer le méme syndrome anaphylactique qu’avec des injec- 
tions intracérébrales. 

Le lieu de prédilection pour ces injections est au niveau de. 
la région lombaire, dans le premier espace intervertébral, juste 
au-dessus du sacrum. L’injection intrarachidienne détermine 
souvent un choc immédiat que l’on ne saurait confondre avec le 
choc anaphylactique; dans la plupart des cas, I’animal se ressaisit 
vite, et ce n’est qu’apreés une période d’accalmie de 1 45 minutes 
que l’on voit se dérouler chez lui les symptdmes anaphylactiques 
que l'on connait. 

Voici quelques exemples typiques donnant l’idée des effets 
de Vinjection intrarachidienne suivant la dose du sérum injecté, 
son degré de dilution et le poids de l’animal sensibilisé. 


Cob. 325 grammes, recoit 1/2 c. c. de sérum de cheval, non dilué, dans le 
rachis; les symptomes anaphylactiques apparaissent au bout de deux mi- 
nutes; 10 minutes aprés, animal était mort. 

Cob. 320 grammes, regoit 1/6 c. c. de sérum de cheval, dilué dans.1 /2 ¢.¢. 
d’eau physiologique; troubles anaphylactiques; mort au bout de 1 heure. 

Cob. 430 grammes, recoit 1/6 c. c. de sérum dilué dans 1 /2 c.c. d’eau phy- 
siologique; animal présente des accidents caractéristiques trés graves, 
puis il se rétablit. 

Cob. 375 grammes, recoit 1/7 c. c. de sérum dilué dans 1/2 c. c. d’eau 
physiologique; les accidents anaphylactiques apparaissent trés vite; la 
mort survient au bout de 2 minutes. 

Cob. 300 grammes, regoit 1/7 ¢. c. de sérum dilué dans 1/4 c. c. d’eau 
physiologique; le cobaye a des troubles anaphylactiques graves; survit. 

Cob. 330 grammes, regoit 1/7 c. c. de sérum non dilué, troubles graves, 
mais non mortels. 


(1) Nous n’avons jamais réussi a produire des troubles anaphylactiques chez les 
lapins par la voie rachidienne. 
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Cob. 270 grammes, recoit 1/7 c. c. de sérum dilué dans 1/2 ¢. c deau 
physiologique; accidents classiques; mort en 3 minutes. 

Cob. 480 grammes, regoit 1/7 ¢. c. de sérum dilué dans 1/2 ¢. ¢. deau 
physiologique; troubles anaphylactiques trés graves: se rétablit. 

Cob. 320 grammes, recoit 1/7 c. c. de sérum dilué dans 1/2¢. ¢ deau 
physiologique; troubles typiques suivis de mort au bout de 7 minutes, 


Nous avons eu des séries de cobayes qui présentaient déja des 
symptomes graves avec issue mortelle, 4 la suite de l’injection 
de 4 /10 et méme de 4 /15 ¢. ¢. dans le rachis. Pour obtenir des acci- 
dents anaphylactiques 4 coup stir, nous injections, dans la plu- 
part de nos expériences, 1/7 c. c. de sérum dilué dans 4 /2 ¢. ¢. 
d’eau physiologique. 

Ayant ainsi établi que l’on pouvait crééer chez le cobaye des 
accidents anaphylactiques par la voie rachidienne, nous nous 
sommes mis aussit6t en devoir d’aborder le probléme de I’anti- 
anaphylaxie. 

ok 

Nos recherches antérieures nous ayant appris que l’on pouvait 
réaliser l’état antianaphylactique vis-a-vis de l’épreuve céré- 
brale, nous avons tenté de vacciner aussi contre l’épreuve 
rachidienne. Dés le début de nos recherches, nous avons pu acqué- 
rir la certitude que le procédé de vaccination par petites doses 
garde toute sa vigueur dans ce cas comme dans tous les autres. 

Vu les services pratiques que ce procédé peut étre appelé a 
rendre chez Vhomme, notamment au cours du traitement de la 
méningite cérébro-spinale, nous avons fait des essais de vacci- 
nation sur des centaines de cobayes, en variant a la fois la voie 
de pénétration du vaccin, ainsi que la dose de vaccin injecté, 

Disons de suite que, quelle que soit la voie de pénétration du 
vaccin, qu’elle soit sous-cutanée, intrapéritonéale, intrarachi- 
dienne ou intraveineuse, on est toujours certain de pouvoir pré- 
server l’animal contre les accidents de l’anaphylaxie rachidienne; 
les seules différences que l’on observe, sont celles relatives a la 
rapidité avec laquelle apparait l’immunité antianaphylactique 
suivant la voie choisie. 

Pour mieux fixer les idées, nous rapportons un certain nom- 
bre d’expériences de vaccination. Nous commengons par la voice 
sous-cutanée, la moins favorable de toutes, c’est-a-dire la plus 


a 


longue a s’établir. 
60 
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Dans l'expérience qui suit, la dose mortelle pour les temoms a été de 
1/15. c. de sérum, en injection intrarachidienne. 

Cob.400 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 c.c. de sérum sous la peau ; 
1 heure aprés, on lui injecte dans le rachis 1/15 ¢. c. de sérum; accidents 
anaphylactiques et mort en 10 minutes. 

Cob. 380 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 c. c. de sérum sous la 
peau; 2 heures aprés, on l’éprouve par la voie rachidienne (1/15 c. c.); mort 
au bout de 10 minutes. — 

Cob. 430 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 ¢. ¢. sous la peau; 3 heures 
aprés, on fait ’épreuve rachidienne (1/15 c. c.); animal a des troubles ana- 
phylactiques légers, puis se rétablit trés vite. 


On voit donc que ce n’est que trois heures aprés la vaccina- 
tion sous-cutanée que commence a apparaitre Pimmunité; pour 
que celle-ci soit compléte, il faut attendre plus longtemps, 
comme cela découle de Pexpérience suivante : 


La dose stirement mortelle pour les témoins fut de 1/7 c. c. en injection 
intrarachidienne. 

Cob. 420 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1 c.c. de sérum sous la peau; 
2 heures aprés, on pratique l’épreuve rachidienne (1/7 c.c.); ’animal a des 
acidents typiques et meurt au bout de quelques minutes. 

Cob. 360 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 c. c. de sérum sous la 
peau; 3 heures plus tard, on lui injecte 1/7 c. c. de sérum dans le rachis; pas 
de es ; ; 

Cob. 330 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 ¢. ec. de sérum sous la 
peau; 2h. 3/4 plus tard, on lui injecte 4/7 c. c. de sérum dans le rachis; pas 
de phénomenes. 

Cependant, 2 autres cobayes qui avaient été vaccinés de la méme facon 
(1 /4 c. c. sous la peau), ont accusé des troubles anaphylactiques trés légers, 
il est vrai, encore aprés un délai de 3 h. 1/2 et méme aprés celui de 4 heures. 

Cob, 400 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4. c. de sérum sous la peau; 
4h: 1/2 plus tard, on lui injecte dans le rachis 4 /7 c. c. de sérum; il réagit a 
peine. ; 

Cob. 300 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1 /2 c.c. de sérum sous la peau; 
6 heures aprés, on lui injecte 1 /6 c. c. de sérum dans le rachis; aucun phé- 
nomenes anaphylactique. 


On peut done conclure de ces expériences et d’autres encore 
quwil est superflu de citer, que la vaccination par la voie sous- 
cutanée ne fait apparaitre Vimmunitée contre l’ épreuve rachidienne 


qu a partir de la 5° heure. 


* 
* OK 


La vaccination par la voie rachidienne est. notablement plug 


| 


ns 


_ L’ANAPHYLAXIE RACHIDIENNE | 939) 


rapide; c’est a elle que l’on devra reéourir de préférence chez 
l'homme, toutes les fois que l’on voudra se mettre a l’abri des 
accidents sériques. 


Dans les expériences qui suivent, la dose de 4/7 c. c. de sérum dans le 
rachis fut la dose limite, c’est-a-dire celle 4 laquelle une partie des témoins. 
ont succombé et a laquelle d’autres témoins ont survécu, aprés avoir pré- 
senté des accidents anaphylactiques trés graves. 

Cob. 300 grammes, recoit, a titre de vacgin, 1/20 c. c. de sérum dans le 
rachis; 15 minutes aprés, on lui injecte également dans le rachis 1/7 ¢. c. 
de sérum dilué dans 1/2 c. c. d’eau physiologique; l’animal présente des 
phénoménes de l’anaphylaxie; il meurt en 5 minutes. 

Cob. 460 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/15 c. c. de sérum dans le 
rachis; 25 minutes aprés, on fait l’épreuve par la méme voie avec 4/7 c. ¢.; 
le cobaye présente des troubles anaphylactiques, puis se rétablit. 

Cob. 370 grammes, recoit, A titre de vaccin, 1/10-¢. c. dans le rachis; a 
la suite de cette injection, il présente de légers troubles; on attend 2 h. 4 /2; 
puis on lui injecte de nouveau dans le rachis 1 /7 c. c.; cette fois-ci, il ne pré- 
sente pas le moindre symptéme. 

Cob. 360 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/20c.c. de sérum dans le. 
rachis; 3h. 1/2 aprés, on fait ’épreuve (1/7 c. c.); on n’observe pas la 
moindre réaction. 

Cob. 440 grammes, recoit 1/7 c. c. dans le rachis; a la suite de cette injec- 
tion, il a des phénoménes anaphylactiques trés graves; mais il s2 remet, et 
lorsque 1 heure aprés on renouvelle Vinjection de 4 /7 c. ¢., ilne présente plus. 
le moindre trouble. 

Cob. 250 grammes, recoit 1/7 c. c. dans le rachis; accidents graves; 
45 minutes aprés, on répéte linjection; pas de phénomenes. 

Cob. 330 grammes, recoit 1/7 c. c. dans le rachis; phénoménes anaphy- 
actiques trés graves; 24 heures aprés, on lui injecte dans le rachis 1 c. c 
de sérum; pas de phénoménes, 


On voit done que, a la suite de la vaccination par la voie 
rachidienne, l’immunité antianaphylactique n’existe pas encore 
au cours de la premiére heure, quand la dose de vaccin est faible; 
mais elle est déja absolue avant méme l’expiration de 1 heure, 
lorsque la premiére atteinte a été sérieuse. I] y a cependant des 
cas ot l’animal se trouve déja vacciné par une faible dose en trés 
peu de temps, comme il résulte des expériences suivantes : 


Dans cette série, la dose mortelle pour les cobayes témoins a été de 
1/6 c, ¢, dans le canal rachidien. 

Cob. 350 grammes, recoit, & titre de vaccin, 1/14 ¢. ¢. de sérum dans le 
rachis; déja 35 minutes aprés, il ne Eeagit plus a injection d’une dose stre- 
ment mortelle (1/6 c. c.) a ie 
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Cob. 320 grammes, recoit, A titre de vaccin, 1/14 c. ¢. de sérum dans le 
rachis; ’épreuve avec une dose mortelle (4/6 c. c.) est faite 4 heure aprés; 
5 minutes aprés cette derniére injection, le cobaye manifeste quelques trou- 
bles anaphylactiques trés légers, puis se rétablit trés vite, 

Cob. 400 grammes, regoit, A titre de vaccin, 4/12 c.c. de sérum dans le 
rachis. L’épreuve mortelle est pratiquée 1/2 heure aprés, également par la 
voie rachidienne. Le cobaye reste absolument calme. 


— Ilrésulte done de ces expériences que la vaccination par la voie 
rachidienne améne un état d’antianaphylaxie au bout de 1 heure, 
au plus tard au bout de 2 heures; Vimmunité s’établit donc dans 
ve cas au moins 2 fois plus vite que par la voie sous-cutanée. 


* 
* OK 


Aussi rapide, sinon plus, est la vaccination par la vote tntra- 
péritonéale; son intérét est, d’ailleurs, purement théorique. 


Cob. 300 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/5 c. c. de sérum dans le 
péritoine; une demi-heure aprés, on lui injecte dans le canal rachidien 
1/7 c. c. de sérum, qui est une dose mortelle pour tous les témoins de cette 
série; le cobaye ne tarde pas 4 montrer des symptémes anaphylactiques; il 
meurt au bout de quelques minutes. 

Cob. 320 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 c. c. de sérum dans le 
péritoine; une demi-heure apré:, on lui injecte dans le rachis 1/6 c. c. de 
sérum; il présente des phénoménes trés graves; survit. 

Cob. 410 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/10 c. c. de sérum dans le 
péritoine; une demi-heure aprés, éprouvé par la voie rachidienne avec 
1/7 c. c., il n’a eu que des troubles anaphylactiques légers. 

Cob. 460 grammes, recoit, dans le péritoine, a titre de vaccin, 1/10 ¢.c.; 
1 heure plus tard, il supporte la dose mortelle (1/7 c. c.) dans le rachis, 
sans présenter aucun phénoméne. 

Cob. 340 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/4 c, c, de sérum dans le 
péritoine; 4/2 heure plus tard, on lui injecte dans le rachis 1/6 ¢.-c., qui est 
une dose plus que simplement mortelle; l’animal n’accuse que de trés légers 
symptomes. 

Cob. 300 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/20 ¢. ¢. dans le weribotire: 
7 heures aprés, on injecte dans le rachis 1 /2 c. c. (dose mortelle = 1/7 ¢. c.) 
Yanimal ne présente pas le moindre symptéme. 


Il suffit done qu’il s’écoule de1 a1 h.1 /2depuis la vaccination 
par la voie péritonéale, pour que l’épreuve rachidienne, mortelle 
pour les témoins, devienne a peu prés inoffensive. 


* 
* ok 
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La voie de vaccination la plus rapide de toutes est, sans 
contredit, la vote veineuse. : 

C’est a elle que l’on aura recours dans le cas ow il y aurait: 
urgence d’injecter du sérum dans le plus bref délai possible. 

Cette voie n’est pas seulement la plus rapide; elle est encore 
Ja plus sire, comme le prouvent les quelques exemples que nous 
citons ici ;,.:-. 


_ Cob. 420 grammes, regoit, a titre de vaccin, 1/20 c. ¢. de sérum dans la 
_veine jugulaire; 10 minutes aprés, on procéde a l’épreuve intrarachidienne 
avec une dose strement mortelle (1/7 c. c.). Pas le moindre trouble. 

Cob. 450 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/20 c. c. de sérum dans la 
veine jugulaire; 15 minutes aprés, on lui injecte dans le rachis une dose 
‘mortelle (1/7 c. c.). Pas de phénoménes. 

Cob. 320 grammes, regoit, a titre de vaccin, 1 /20 c. c. dans la veine jugu- 
laire; 30 minutes aprés, 1/7 c. c. de sérum dans le rachis. Pas de symptémes. 

Cob. 340 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/40 c. c. dans la veine jugu- 
laire; 1/2 heure aprés, dose mortelle dans le rachis. Pas de réaction. 

Cob. 330 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/50 c. c. dans la veine jugu- 
-jaire; 10 minutes aprés, épreuve rachidienne mortelle (1 /7 c. c.); pas desymp- 


‘tomes. 
Cob. 420 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/50 c. c. dans la veine jugu- 


laire; 15 minutes aprés, injection mortelle (1/7 c. c.) dans le rachis. Pas de 
‘symptémes. 

Cob. 310 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/100 c. c. dans la veine jugu- 
‘laire; 20 minutes aprés, injection dans le rachis d’une dose mortelle 
(1/7 ¢. ¢.); Panimal reste completement indifférent. : 
'~ Done, la vaccination par la voie veineuse confére Vimmunité 
antianaphylactique absolue déjd au bout de 10-15 minutes. 

Tl résulte done de l’ensemble de ces expériences que la vacci- 
nation par petites doses, proposée par l’un de nous, pour éviter 
Jes accidents anaphylactiques, se montre également. efficace 
lors-des injections de sérum dans la cavité rachidienne. 

Nous voyons que cette vaccination s’effectue, en général, trés 
rapidement : si l’immunité antianaphylactique exige,en moyenne, 
4 heures aprés une vaccination par la peau, 2 heures aprés une 
vaccination par le rachis ou le péritoine, elle est acquise déja au 
‘hout de quelques minutes lorsqu’on a recours 4 la voie veineuse. 


ephy Sey 
ed NB 


. . a 
_ En plus du procédé de vaccination que nous venons d’étu- 
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-dier, il en existe-un autre grace auquel l’animal peut échapper aux 
accidents de l’anaphylaxie. Dans une de nos publications anté- 
rieures (1), nous avons fait ressortir le réle des anesthésiques, en 
particulier de l’alcool. Que ce dernier soit injecté sous la peau ou 
dans le péritoine, dans la bouche ou dans le rectum, il provoque, 
au- bout de peu de temps, un état d’ébriété plus ou moins accen- 
tuée, ala faveur de laquelle le cobaye sensibilisé supporte allé- 
grement une dose stirement mortelle de sérum dans le cerveau. 

Ce fait ayant été mis en doute par certain auteurs, nous avons 

‘tenu a le vérifier sur des cobayes sensibilisés que nous soumet- 

tions ensuite 4 l’épreuve intrarachidienne. 


Deux cobayes de 400 grammes recoivent chacum par le rectum 7 c. ¢c. 
-d’alcool a 30 0/0; 1/2 heure aprés, on leur injecte dans le canal rachidien 
4/2 c.c. de sérum, dose stirement, mortelle pour les témoins non alcoolisés. 

-Pas de réaction appréciable. 

Dans une autre expérience ott la dose mortelle dans le rachis fut de 
1/4 c. c. de sérum pour les témoins, les résultats ont été les mémes. 

- Cob. 450 grammes, recoit par le rectum 4 c. c. d’alcool a 30 0/0; 4 h. 4/2 
apres, il accuse des symptémes a peine marqués a la suite d’une dose stire- 
-ment mortelle de sérum dans le rachis. 

Cob, 450 grammes, recoit par le rectum 4 ¢. c. d’alcool 4 30 0/0; 2 heures 
aprés, on lui injecte dans le rachis une dose 2 fois mortelle (4 /2 c. c. de sérum) ; 
il ne présente aucune réaction. 

Cob. neuf, passivement sensibilisé par 1 c. c. de sérum de lapin-anti- 
cheval la veille, regoit par le rectum 6c. c. d’alcool a 30 0/0; 2 heures aprés, on 
lui injecte une dose plus que mortelle dans le rachis; il présente des troubles 
anaphylactiques légers dont il se remet rapidement. 


Des résultats identiques ont été obtenus, lorsque l’injection 
d’épreuve a été faite non pas dans le rachis, mais dans la veine 
jugulaire; ici aussi, les cobayes sensibilisés pouvaient supporter, 
grace a lingestion de l’alcool, des doses sirement mortelles de 
sérum. 

* 
xk 

Quelle est la durée de l'état antianaphylactique obtenu par un 
des procédés indiqués? Pendant combien de temps peut-on 
compter sur lui depuis le moment ot l’animal a été vacciné? 

Une réponse catégorique est. difficile 4 donner, la durée de 


(1) @. re Soe. Biol: 16 janv. 1909: 
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Vimmunité étant fonction de la dose de vaccin injecté, ainsi que 
de la dose de sérum Aa laquelle animal vacciné doit faire face; 
mais il est certain que cette immunité intrarachidienne n’est pas 
de longue durée, comme en témoignent les expériences sui- 
vantes : ; 

Cob. 450 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1/10 c. c. de sérum dans le 
rachis; 12 jours aprés, on procéde a Vinjection d’épreuve par la voie vei- 
neuse; bien que l’animal n’ait recu qu’une dose simplement mortelle dans 
la veine jugulaire, il présente des troubles anaphylactiques graves; il survit. 

Cob. 350 grammes, regoit, a titre de vaccin, 1/10 c. c. de sérum dans le 
rachis; 15 jours aprés, on lui injecte dans la veine jugulaire une dose mor- 
telle an sérum; il a des accidents typiques graves; il survit. 

Cob. 250 grammes, recoit, a titre de vaccin, 1 /10 c. c. de sérum dans le 
rachis; 4 la suite de l’épreuve intraveineuse faite 15 jours aprés, il y a eu des 
Symptomes trés graves; survie. 

Cob. 340 grammes, recoit, a titre de vacin, 1/15 c. c. de sérum dans le 
rachis; 17 jours aprés, on l’éprouve par le rachis avec une dose mortelle 
(1/4 c. c.); accidents anaphylactiques graves; sur vie. 


Il en résulte done que déja 15 jours aprés la vaccination, l’ani- 
mal n’est plus a l’abri des accidents anaphylactiques; il sera done 
prudent de procéder, dans un pareil cas, 4 une nouvelle vaécina- 
tion — toujours par le procédé des petites doses — avant de sou- 
mettre animal a l’injection d’une dose élevée de sérum. 


: 4k 

Au commencement de cet article, nous avons montre qu’en 
injectant A des cobayes sensibilisés une dose déterminée de 
sérum dans le rachis, on fait éclater le syndrome anaphylactique. 
Au cours de cet article, nous avons montré qu'il est facile de 
préserver, par la voie rachidienne, entre autres, Panimal contre 
ce syndréme anaphylactique. 

On peut donc tuer le cobaye par le rachis, on peut également le 
vacciner par le rachis; peut-on le sensibiliser par le rachis? 

Il résulte de quelques expériences qui suivent, que la sensibili- 
sation par la voie rachidienne est, en effet, aussi facile a réaliser 
que par toute autre voie. ; ‘iors 


Cob. neuf 450 grammes, recoit, en premiére injection, 1 /40 ¢. c. de sérum 
de cheval dans le canal rachidien; 23 jours aprés, on éprouve sa sensibilité 
par Vinjection de 1/5-c. 2. de sérum dans la veine jugulaire ; il a des symp- 
témes classiques et meurt en quelques minutes. 
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Cob. neuf 410 grammes, recoit, en 17¢ injection, 4/40 c. c. de sérum de 
cheval dans le rachis; éprouvé 25 jours aprés par la voie veineuse (1/10 c. ¢.), 
il a présenté des accidents caractéristiques auxquels il a survécu. 

Cob. neuf 370 grammes, recoit en 1%¢ injection 1/40 c. c. de sérum dans 
la cavité rachidienne; 23 jours aprés, on le soumet a l’épreuve mortelle 
(1/2 c. c.) par la voie rachidienne. Il a des troubles anaphylactiques clas- 
siques et il meurt au bout de 3 minutes. 


Il en résulte done qu’un animal quia recu une fois du 
sérum dans la cavité rachidienne doit étre considéré comme un 
animal sensibilisé; il y a donc lieu de tenir a son égard la méme 


conduite que vis-a-vis de l’animal sensibilisé par la voie sous- 
cutanée. 


CONCLUSIONS: 


Tout cobaye sensibilisé par l’injection sous-cutanée de 
sérum réagit anaphylactiquement lorsqu’on lui fait une nou- 
velle injection du méme sérum dans le canal rachidien. 

Tout cobaye sensibilisé au sérum devient réfractaire a I’é- 
preuve mortelle par le rachis, si on lui applique le procédé des 
petites doses. 

Que ce procédé soit appliqué par la peau, le péritoine, le rachis 
ou les veines, l’immunité antianaphylactique est certaine. 

_ Au point de vue de la rapidité avec laquelle cette immunité 
apparait, la premiére place appartient a la vaccination par la 
voile veineuse; viennent ensuite dans l’ordre décroissant — les 
voies pomionea et rachidienne, puis la voie cutanée; tandis que 
la voie veineuse confére ’immunité au bout d’un guart d’heure, 
au plus, la voie cutanée exige au moins 4 heures. 

La vaccination par les narcotiques et par l’alcool, en particu- 
lier, est efficace contre les épreuves rachidienne et veineuse, au 
méme titre que contre l’épreuve cérébrale. 

L’immunité antianaphylactique, consécutive A la vaccination. 
par la voie rachidienne, ne dépasse pas 12 a 15 jours. 

Tout animal neuf qui regoit dusérum dans le canal rachidien, 


devient de ce fait anaphylactisé, au bout d’un délai normal, vis- 
a-vis de ce sérum. 


Sul quelques Hématozoaires du Congo 
(Trypanosomes, Microfilaires, Leucocytozoaire) 


| PAR A, LEBOEUF ET RINGENBACH (4) 
(Avec les Pl. XVI et XVII), 


Pendant notre séjour au Congo, au cours de l’année 1908, 
nous avons examiné le sang d’un grand nombre de Poissons, 
Amphibiens, Reptiles et Mammiféres; chez quelques-uns d’entre 
eux, nousavons trouvé des parasites (leucocytozoaire, trypano- 
somes, microfilaires) dont il nous semble intéressant de donner la 
description. 


I, — TRYPANOSOMES DE POISSONS: —| 


Les poissons examinés provenaient tous du Stanley-Pool 
(Congo), et appartiennent a la famille des Siluride. Nous avons 
rencontré chez eux six variétés de trypanosomes. Nos prépara- 
tions ont toutes été colorées par la méthode de Leishman. 

TRYPANOSOMA Simonpi.-- Une premiére variété (PI. XVI, 
fig. 1), de grandes dimensions, a été trouvée chez Auchenoglanis 
biscutatus Is. Geoftr. 

Examiné a l’état frais, le parasite est animé de mouvements 
lents et en vrille; il se déplace lentement. 

Dans des préparations colorées, il montre une extrémité 
antérieure trés effilée; le protoplasma est fortement et presque 
uniformément coloré en bleu violacé; le noyau, volumineux, 
occupe toute la largeur du parasite; il est situé 4 égale distance 


(1) Ce travail, commencé a l'Institut Pasteur de Brazzaville, a été terminé a 
l'Institut Pasteur de Paris, dans le laboratoire de M. Mesnin. 


946 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


des deux extrémités, et se colore faiblement en rose; on n’y 
remarque pas la présence de grains chromatiques. Le centrosome, 
ovalaire, unilobé et tout a fait terminal, se colore ea rouge vil. 
Une membrane ondulante, faiblement teintée en rose, part du 
centrosome. On n’apercoit pas de flagelle libre. 

Dimensions moyennes : j 


Longweur: totale:t .. ..2. to. soy. codes eee eee 53u 
Largeur du maxima........ te, 2S ee a a ae Su. 
Distance du centrosome au noyau............... 24u 
Grand diameétrev du noyaleron = ae cece ae aes 6u 


Nous n’avons trouvé nulle part mention de cette espéce que 
nous avons rencontrée une seule fois (et trés rare) au cours de 
nos nombreux examens ce sang de poissons. Nous la désignerons 
sous le nom de Trypanosoma Simondi le dédiant au Dt P. L. St- 
MOND. 

Les cing autres variétés de trypanosomes ont été vues chez 
des poissons appartenant tous la Tespéce Synodontis notatus 
VAILLANT, dont nous avons examiné plusieurs centaines d’indi- 
vidus. | | 

A. — Les parasites, figurés dans la planche XVI, figure 2, 
étaient assez fréquents (15 a4 20 0/0 des individus) et souvent 
nombreux dans le sang périphérique. 

A l’état frais, ils sont extrémement vivaces, mais se déplacent 
trés peu dans le champ de la préparation. 

_ Sur des préparations colorées, on constate que le trypanosome 

posséde un corps protoplasmique mince et allongé, faiblement 
et uniformément coloré en violet pale. Le noyau, assez volumi- 
neux, ovalairc, est allongé suivant l’axe du corps (ce diamétre 
est le double de autre); il est situé a égale distance des deux 
extrémités; il se teinte en rouge franc et montre distinctement 
des grains de chromatine accolés les uns aux autres; la partie 
centrale du noyau est moins riche en chromatine que les deux 
extrémités. Le centrosome, terminal, est bilobé et se colore 
fortement en rouge vif. La membrane ondulante est trés élégam- 
ment plissée. Le flagelle, qui se teinte comme le centrosome et 
le noyau, présente une partie libre toujours ircurvée, et plus ov 
moins longue suivant les spécimens. 

Dimensions moyennes : 


IIEMATOZOAIRES DU CONGO. - - 947 
Lopineur-botalesg scsi locl euwuletet: Soh « oer Laps Sly. 
| ETL OTTTTUG DG [1s hes IA pei ear ying ROMER ara A oi Berg 
‘Distance du-centrosome au OVA tear. knees 11. 
Grand -diametre du-noyau... eo... wee Sees SS roe 
= Flagelle- libre. ees A Pear G te on site ck ce oR AD 


Par ses dimensions, ce parasite peut se rapprocher de celui 
{petite forme) trouvé chez Clarias angolensis et décrit. par 


-Durron, Topp et Tosry (1), mais il en différe distinctement 


par la coloration moins intense et uniforme de son corps proto- 
plasmique, son centrosome bilobé (et nor quadrilobé) et labsence 


-d’espace clair entourant le noyau. 


B. — Le trypanosome représenté dans la figaré 3 de la plan- 
che XV J, quenousn’avonsrencontré que chezu 1tréspetitnombre 
d’individus, n’était pas rare dans le sang examiné 4a I’état frais; 
‘l se déplace assez rapidement dans le champ du microscope, 
animé de mouvements assez vifs. 

La coloration montre un corps protoplasmique allongé, moins 
étroit que celui du trypanosome précédent, mais coloré plus 
fortement en violct : la bande protoplasmique opposée a celle 
sur laquelle s’insére la membrane ondulante a ure teinte plus 
foncée. Le nayau, volumineux et allongé, est situé a égale dis- 
tance des deux extrémités; il se colore en rouge vif et laisse voir 
des amas de grains chromatiques, moins denses 4 son centre qu’a 
ses deux extrémités. Le centrosome est terminal et unilobé, il se 
colore en rouge franc; la membrane ondulante, trés plissée, en 
rose clair. Le flagelle, qui prend la méme teinte que le centrosome 
et le noyau, présente une partie libre presque rectiligne. 

Dimensions moyennes : 


SGONUCNE (OLles eo coe ocala ge tam eines ease Bly, 
PATS CUIMITAR AI Aer rte tithe foe. arse cig 5 si bo stats 2, 5p. 
Distance du centrosome au moyau................ 41. 
Grand diaméetre duimMoyaws... 5. ote. css e cone gemma 
Pe lareliodsbresss ies eit a. ceits (ws pawl Pekar ees 10u. 


C. — Les trois derniéres variétés de parasites trouvés chez les 
Synodontis et représentés dans la figure 4 de la planche XVI ont 
été rencontrés chez le méme individu. 


(1) J.-E. Dortox, J.-L. Toop et E.N,- Topry. Journ. of med. Research, t. XVI. 
déc, 1906, p. 491-4£95. 
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a) A l’état frais, le trypanosome a est assez vivace; il se dé- 
place par des mouvements en vrille caractéristiques. Sur des 
préparations colorées, le corps protoplasmique, relativement 
large et allongé, se colore trés fortement en bleu- violacé; quel- 
ques parties du protoplasma ont pris le colorant avec moins 
d’intensité. Les deux extrémités se terminent assez brusquement 
en pointe. Le noyau, volumineux et arrondi, occupe toute la 
largeur du parasite; il est situé a égale distance des deux extreé- 
mités; il se colore uniformément. en rouge. Le centrosome trés 
rapproché de l’extrémité postérieure est unilobé, ovalaire et se 
colore fortement en rouge vif. La membrane ondulante, trés 
plissée, est teintée en rose clair. Le flagelle, qui posséde une partie 
libre, incurvée et relativement courte, se colore comme le cen 
trosome. 4 

Dimensions moyennes : 


MONSUCULITOLAIC. warceatesaaei cr haere ache teh te ate ne OU fhe 
Targeur maxima...........- HS Googe MO OOOO CO Sate 
Distance du centrosome al’extrémité postérieure.., 0,5y. 
Distance du centrosome au noyau........ Aor eee 
Diamétre du Moyalins... facet es REL caters Mate 4,5u. 
Blagelieslibres se sacra erin Faleeion ania Seo OW 


Ce trypanosome, par ses dimensions, rappelle beaucoup le 
Trypanosoma clarie de Monte (1), qui vient d’étre décrit avec 
plus de détails par Marnis et LEGER (2), le trypanosome (grande 
forme) rencontré chez Clarias angolensis par Dutron, Topp et 
TosBEy (3), et celui trouvé par Bouvet (4) chez Clarias anguilla- 
ris Linné. Mais nous le considérons comme distinct : dans les 
préparations les meilleures, on ne distingue pas de stries longi- 
tudinales, au niveau de la partie moyenne du corps, le centrosome 
est unilobé et il n’y a pas d’espaces clairs dans le peepee 
et autour du noyau. 

b) Les parasites b, a l’état frais, sont animés de vifs mouve- 
ments et se déplacent assez rapidement. Sur des préparations 
colorées, ils présenten: un corps protoplasmique mince et allongé, 


(1) R. Monte, C. R. Soc. Biolog., t. LVI, 17 juin 1905, p. 1044-1017, ) 
(2) Marais et Lecer, C. R. Soc. Biolog., Wc ‘LXIX, 5 nov, 19410, p. 349, 
(3) Durron, Topp et "Toney, loc. cit. : 


(4) Bovet. C, R. Soe. Biolog., t. LXVI, 2% avril 1909, p. 609. 
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dont les deux extrémités s’effilent assez brusquement. La partie 
du protoplasma, opposée a celle sar laquelle s’insére la membrane 
ondulante est fortement colorée en violet. Le noyau, allongé, est 
situé a égale distance des deux extrémités; il se teinte en rouge 
vif ef montre de nombreux grains de chromatine répartis sur- 
tout a ses deux pdles. Le centrosome, situé trés prés de l’extré- 
mité postérieure, est unilobé, ovalaire et se colore trés forte- 
ment. La membrane ondulante, trés plissée, se teinte en rose 
clair. Le flagelle se colore comme le noyau et le centrosome; 
il a une partie libre de longueur variable, suivant les spécimens, 
et toujours incurvée. 
Dimensions moyennes : 


PORSUCUISEOLALC Rey ca Noni vets taleprrin ele t vse ortha'e Ske 41.y, 
TGAL SOUP ARI Aa vest sree deare ioe nexets: eeu e Rivuaseore woes Qu. 
Distance du centrosome aunoyau.............006 15p. 
Distance du centrosome al’extrémité postérieure.. . 1p. 
Grandidiame tre du movalin tee see se eas el eae 2p. 
Hlagelledtbressiesreraoss wx: eake Co eke te vas te eden eed ees 11. 


Ce trypanosome a des dimensions qui le rapprochent de 
celui (forme moyenve) rencontré par Dutron, Topp et ToBry 
chez Clarias angolensis (1), mais il s’en distingue par son cen- 
trosome unilobé et absence d’espaces clairs dans le corps pro- 
toplasmique et autour du noyau. 

c) Le trypanosome ec, a l'état frais, quoique assez vivace, se 
déplace lentement. Aprés coloration, il laisse voir un corps pro- 
toplasmique teinté uniformément en rose-violacé, allongé et dont 
les deux extrémités sont légérement arrondies. Le noyau, volu- 
mineux et presque sphérique, est coloré uniformément en rouge; 
on ne remarque pas de grains chromatiques distincts. La mem- 
brane ondulante trés plissée est rose claire. Le centrosome, situé 
prés de l’extrémité postérieure, est ovalaire; il se colore en rouge 
vif. Le flagelle qui se teinte en rouge franc, a une partie libre 
flexueuse. 

Dimensions moyennes. 


Mongucurmtotalestiernact vets ar. BOO Beaten ns Reece 40u, 
Wear SOUP AK IN deere ctenteen ieee ekire (once annie egeiou hy ocirr es 2,5u. 


(1) Durron, Topp cl Tosny, loc. cit. 
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Distance du centrosome aU NOYAU...... eee ev eveee 
Distance du centrosome a Vextrémité postérieure . 

Diamétre du noyau.. EON DOO odie tre Fistate 
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Comment classer tous ces trypanosomes du Synodontis ? 


Nous pensors qu'il s’agit de trois espéces distinctes corres-' 


pondant aux catégories A, B et C. Nous avons vu par exemple 
de trop nombreux exemplaires des catégories A et B, pour sup- 
poser qu’il s’agisse de la méme espéce qui s’est comportée diffé- 
remment dans les préparations. Nous ne pensons pas non plus 
que ces espéces comprennert des variétésde grande taille; il serait 
étonnant que nous ne les ayons pas rencontrées. En revanche, la 
catégorie C constituerait une espéce avec variétés parva et magna, 
dont on connait déja plusieurs exemples chez les trypanosomes 
de poissons, en particulier des Siluride (Dutrton, Topp et 


Tosey; Maruis et LEGER). 


Nous croyons que ces espéces différent de celles déja décrites 
chez d’autres Siluride et auxquelles nous avons fait allusion 


dans nos descriptions. 


Nous les désignerons sous les noms provisoires de 7rypanoso- 


ma synodontis A, B et C. 


Il. — MICROFILAIRES 


MricroriLaria BuFOoNIs (Pl. XVII, fig. 1). — Nous avons trouvé 
chez un crapaud, Bufo regularis Reiss une microfilaire qui, a 


l’état frais, se déplace trés lentement par mouvements de repta- 
tion. La coloration par le Leishman montre que le corps du 
parasite, composé de trés petites cellules serrées entre elles, 
s’effile progressivement pour se terminer par une extrémité cau- 
dale arrondie. La longuevr totale mesure 1034, la largeur maxi- 


) 


ma 4. Le colorant met en évidence, outre un espace clair cépha 


lique, trois taches : 


' 


Une grande tache ovalaire, occupant toute la largeur de la 


filaire, a 314 de Vextrémité céphalique; 
Une tache transversale, annulaire, 4 684; 


Une tache irréguliére 4 grand axe longitudinal A 85 v. 
Cette microfilaire, dont nous n’avons trouvé nulle part. des- 
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cription, est peut-étre celle qui a été vue, mais non décrite, par 
Wenyon  dars le sang de crapaud, Bufo regularis et dont 
LeEIPer (1) a fait connaitre la forme adulte sous le nom de Filaria 
bufonis n. sp. 

 Microrivarta Martini. — Un lézard, Gerrhosaurus nigro- 
lineatus Hallow, a montré une microfilaire qui, dans des prépara- 
tions a l’état frais (ou elle existait en abondance) se présentait 
sous la forme d’un vermicule se tortillant vivement sur lui-méme 
et se déplagant assez rapidement. Par la coloration hématéine- 
6osine, on voit que le corps du parasite (contenu dans une gaine 
membraneuse qui dépasse peu l’extrémité céphalique, mais 
s’amplifie en arriére en un sac vide) s’effile légérement pour se 
terminer par une extrémité caudale arrondie. La longueur totale 
de la colonne granuleuse, qui constitu. le corps proprement dit 
de la filaire, mesure 78+, la largeur maxima 3¥. Sur cette colonne, 
a 25p. de ’extrémité céphalique, ot existe un espace clair, on voit 
une tache irréguliére a grand axe longitudinal, a 47» >t a 644 
deux grandes taches ovalaires 4 grand axe ge et 
n’occupant pas toute la largeur du corps. 

RopHAIN a rencontré au Congo dans le sang d’un lézard, 
Agama colonorum, une microfilaire 4 gaine (2), mais qui nous 
semble distincte, par l’absence de taches et par ses dimensions, 
de celle que nous venons de décrire et que nous nommerons 
Microfilaria Martini, la dédiant au docteur G. MARTIN. 

MICROFILARIA PERSTANS DU CHIMPANZE. — Dans le sang 
d’un chimpanzé provenant de Ouesso (Moyenne-Sangha), nous 
avors rencontré ure microfilaire ressemblant beaucoup a Mi- 
crofilaria perstans. Comme elle, elle est trés vivace, se meut libre- 
meot et se déplace rapidement. Elle ne posséde pas de gaine. 
Sur des préparations colorées par hématéine-éosice, on voit 
que le corps s’amincit graduellement jusqu’a l’extrémité caudale 
qui est brusquemert arrondie. La longueur est de 133 sur 34 
de largeur. On apercoit les taches suivantes : 

a) Une grande tache irréguliére, longitudinale, a 40 de 
Vextrémité céphalique, ot existe un espace clair; 

b) Une petite tache irréguliére, transversale, a 83; 

(1) Third report of the wellcome research laboratories at. the Gordon memo- 


rial college Rhartoum, 1908, p. 194. 
(2) J. Ropaain, Centralbl., f. Bakt., 1. t, XLII, 1906, p. 545. 
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c) Une petite tache irréguliére, longitudinale a 110%, 

La présence dans le sang de chimpanzé d’une microfilaire 
identique morphologiquement a Microfilaria perstans a été 
signalée pour la premiére fois en 1902 par H. ZieMANN, chez ua 
animal provenant du Congo frangais (1); en 1904, il retrouva le 
méme parasite chez un chimpanzé au Cameroun(2). Enfin, en 
1908, Ropenwa or fait la méme constatation dans le sang d’un 
chimpanzé du pare Hagenbeck, a Hambourg (3). 

Comme ces auteurs, nous ne nous dissimulons pas tout 
Vintérét qu’il y aurait 4 connaitre la forme adulte de ce parasite. 


II]. — LEUCOCYTOZOAIRE DU CHIEN 

H#MOGREGARINA CANIS. — Dans une note présentée a la 
Société de Biologie, le 10 juillet 1909 « sur la présence d’un leuco- 
cytozoaire chez les chiens du Tonkin », Maruis et LEGER signa- 
laient que nous venions de trouver le méme parasite au Congo, 
chez un chien. Nous avions rencontré cette poser eae au 
mois d’octobre 1908. 

L’animal parasité, croisé de fox-terrier et de chien indigéne, 
ne présentait pas d’amaigrissement, mais était d’un extérieur 
peu satisfaisant : plaques crotiteuses, chute des poils. 

L’examen du sang entre lame et lamelle laissa voir dans le 
protoplasma de quelques rares leucocytes, la présence d’ un cor- 
puscule ovoide trés peu apparent. 

Une coloration de durée normale par la méthode de Leishman 
montra que certains leucocytes renfermaient un corps ovoide 
trés peu coloré, limité par une membrane kystique assez épaisse 
et bien définie. Cette capsule hyaline, anhiste, semblant s’opposer 
a la pénétration du colorant, nous eimes recours a la technique 
suivante, qui nous permit d’obtenir quelques spécimens trés 
bien colorés : les frottis, aprés fixation par l’alcool absolu et aprés 
avoir été plongés trois 4 quatre minutes dans une solution d’eau 
acétisée a 1 0/0, furent surcolorés au Leishman. 

Le parasite affecte la forme d’un cylindre coiffé a ses deux 


(1) H, Zremany, Arch. /, Sch. u. Trop. Hyg., No 10,1902, p. 362, 
(2) H. Ziemann, Deutsche Mediz. Woch., 16 mars 1905, p. 420-424. 
(3) Ropenwatpt, Arch. f, Sch. u, Trop. Hyg., t. XU, 1908, py, 545. 
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extrémités d’une calotte hémisphérique; quelquefois, il y a une 
trés légére tendance a l’étranglement au milieu du cylindre. 

La membrane est toujours restée incolore. Un des ples, 
quelquefois mais rarement une partie latérale du parasite, pré- 
sente un noyau teinté en bleu-violacé. 

Le protoplasma bleu-pale ne contient pas de granulations 
pigmentaires. Nous avons observé, chez quelques parasites, un 
corpuscule arrondi, coloré en rouge franc, qui semble étre un 
micronucleus. 

Les mensurations nous ont donné comme longueur 12,5», 
comme largeur 6y.. La membrane ou capsule, a une épaisseur 
de 0,5v. 

Les numérations ont donné 1 41,5leucocyte parasite pour 100. 
Le sang présentait en outre une éosinophilie mar quée. 

D’aprés nos examens,nous pensonscomme CHRISTOPHERS (1), 
Maruis et Lecer (2), que le parasite est contenu dans un leu- 
cocyte mononucléaire dont le noyau se fragmente et non dans un 
polynucléaire, comme l’avaient supposé James (3), GERRARD 
et Wenyon (4). Tantot le parasite refoule latéralement toutes les 
parties da noyau, entouré alors d’un systéme plus ou moins 
complet de brides nucléaires l’enserrant dans certains cas comme 
dans une sorte de corbeille. Ces brides d’aspect fort variable sont 
tantot larges, étoilées, tantot minces, tant6t renflées en leur 
milieu; leur coloration est plus ov moins foncée, suivant qu’elles 
passent au-dessus ou au-dessous du parasite. Ces prolongements 
se rendent toujours aux parties nucléaires du leucocyte et on ne 
les observe jamais se projetant sur le parasite, quand celui-ci 
repousse le noyau latéralement. 

Ce parasite nous semble bien identique a celui qui fut dé- 
couvert en 1904 dans l’Inde, par BentLey (5), puis retrouvé, 
décrit et étudié par James, GERRARD, WENYON, CHRISTOPHERS, 
Maruis et LeGer. 

Signalons enfi1 que Nurraxr vient de rencontrer (1910) le 


(1) S.-R. Curisrovners, Scient. mem. by off. of the med. a. san. departm. of 
the govern, of India, nouv, sér., n° 26, 1906. 

(2) C. Marurs et M. Leaer, C. &. Soc. Biologie. t. LXVII, 10 julllet 1909, p. 98. 

(3) S.-P, James, Scient. mem. by off. of the med. a. san. departm. of, the 
gouver. of India nouv. sér., n° 14, 1905. 

(4) P.-N. Gernarn, C. M. Wenyon, Journ. of Hyg., t. VI, 9 aout 1906, p. 229-236. 

(5) Cu.-A. Benriey, British. medic. Journ., 6 mai 190, p. 988. 
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meéme parasite en Afrique, chez un. chacal-(Canis adusti) ot il 
est contenu dans des leucocytes mononciluéaires (6). 


- 


EXPLICATION DES PLANCHES XVI ET XvIl]l 


Piancur XVI. iFig. 1. — Trypanosoma Simondi du sang dun poisson 
Anchenoglants biscutatus. G = 1500 D. 

Fig. 2. — Trypanosoma synodontis, variété A, de Synodontis notatus. 
G= 1500 D: 

Fig. 3. — Trypanosoma synodontis, variété B, de Synodontis notalus. 
Eom) 1D : 

Fig. 4. — Trypanosoma synodontis, variété C, de Synodontis nolatus, 
Ge 1500, 


Prancue XVII. Fig, 1. — Microfilaria bujonis, de Bufo regularis. G = 900 D 
environ, 

Vig. 2. — Microfilaria Martini, de Gerrhosaurus nigrolineatus. G= 900 D 
environ. 

Fig. 3. — Microfilaria perstans du chimpanzé, G = 900.D environ. 

Fig. 4. — Hemogregarina canis. G= 1750 D environ. é 


(5) G.-H.-F. Nurrani, Parasitoiogy, vol. HI, n° 4, avril 30, 1940. 
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Note sur le traitement du charbon 
pat la pyocyanase 


Par LE D? Louis FORTINEAU 
Chef des travaux de baecténiologie 4 l’ Ecole de Médecine d2 Mantes 
Travail des Laboratoires de bactériologie de 


VEcole de Médecine et de Vlinstitut Pasteur de Nantes. 


? 


Au cours de recherches sur l’antagonisme du charbon et du 
bacille pyocyanique, nous avons été amené a reprendre les 
expériences de MM. Bouchard et Charrin d’une part, Woodhead 
et Wood de l’autre. 

Ces expériences nous ayant donné, chez le cobaye et le lapin, 
des résultats intéressants, nous avons traité par des injections de 
pyocyanase des moutons charbonneux et un cas de pustule 
maligne humaine. 

C’est le résumé de nos travaux entrepris au commencement de 
Vannée 1907 que nous venons exposer ici, ayant tout lieu de pen- 
ser que les résultats ultérieurs ne feront que corroborer les données 
déja acquises et quil en découlera une méthode de traitement 
applicable 4 ’homme et aux animaux. 

Résumons d’abord briévement les recherches qui ont été le 
point de départ de nos expériences. 

M. le professeur Bouchard (1) ayant inoculé e des lapins du 
bacille charbonneux et, quelques heures apres, du bacille pyocya- 
nique, obtint les résultats suivants : 

A. — Inoculations au lapin : 


a) 17 inoculations de culture charbonneuse, puis de culture pyocyanique, 
donnent : 


(4) Boucuarp, Académie des Sciences, 8 avvil 1889. Les microbes pathogenes. 
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10 guérisons; i 

5 morts par charbon; 

2 morts sans charbon. 

b) 9 inoculations de sang charbonneux, puis de culture pyocyanique 


donnent : 
2 guérisons; 
1 mort par charbon; 
6 morts sans charbon. 
20 témoins des deux expériences ont au contraire succombé au charbon. 


B. — Cobaye. 

a) 3 inoculations de culture charbonneuse, puis de culture pyocyanique, 
donnent : 

4 mort par charbon; 

2 morts sans charbon. 

b) 3 inoculations de sang charbonneux, puis de culture pyocyanique 


donnent : 
2 morts sans charbon; 
4 mort sans charbon. 
1 cobaye témoin meurt charbonneux a chaque expérience. 


Donc, dans certains cas, la culture pyocyanique annihile 
Paction pathogéne du charbon. 

Les succés sont plus nombreux chez les animaux inoculés 
avec une culture charbonneuse : il est en effet plus difficile d’en- 
rayer les effets d’une inoculation de sang charbonneux. 

Les injections de toxine pyocyanique n’ont pas pour M. Bou- 
chard le méme effet : il n’obtient aucun résultat appréciable 
chez les lapins vaccinés avec la toxine pyocyanique, pas plus que 
chez les animaux traités ou inoculés en méme temps avec les deux 
produits. 

MM. Woodhead et Cartwright Wood arrivérent a atténuer le 
charbon et méme a guérir des lapins charbonneux en leur injec- 
tant a plusieurs reprises de la toxine pyocyanique. Sur cing lapins, 
ils obtinrent ainsi deux guérisons et trois survies de sept, neuf et 
vingt jours. La toxine-employée était Agée de 10 jours. 

Les différents auteurs, MM. Charrin, Woodhead et S. de Freu- 
denreich (2) s’accordent 4 constater que le bacille pyocyanique 
n’agit pas directement sur le bacille charbonneux comme para- 
siticide, car ce dernier se développe normalement dans la toxine 


1) WoopDHEAD et Cartwricut Woop, Acad. des Sciences, 1889, p. 985: 
2) J. DE FREUDENREICH, Annales Institut Pasteur, 1888. 
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pyocyanique (1) (Freudenreich), le bacille pyocyanique agit 
seulement en l’atténuant, mais sans le tuer (Charrin). 

M. Bouchard, frappé de la dissemblance de ses résultats et 
de ceux des auteurs anglais, reprit ses expériences en injectant 
a ses lapins des doses plus faibles de toxine pyocyanique : 
8, 4 ou 2c. c. dans les veines ou 1 c¢. c. sous la peau du cdté 
opposé a celui de l’inoculation charbonneuse : les animaux suc- 
combérent comme ceux des premiéres expériences. Tels sont les 
résultats obtenus par les différents auteurs : nous avons repris 
ces essais et, encouragés par quelques succés, nous en avons 
institué d’autres qui semblent devoir étre fécondes envapplica- 
tions pratiques. 

Voici les points que nous avons étudiés : 

1° Inoculation combinée de cultures de bacille charbonneux 
et de bacille pyocyanique; 

2° Inoculation de cultures de bacille charbonneux dans la 
toxine pyocyanique; 

3° Injections préventives de toxine pyocyanique, puis inocu- 
tion de charbon; 

49 Résistance au charbon des animaux vaccinés contre le 
bacille pyocyanique; 

5° Injections curatives de toxine pyocyanique a des animaux 
inoculés : 

a) Avec des cultures de charbon; 

b) Avec des produits charbonneux. 


I. — INOCULATION DE CULTURES MIXTES. 


Nous avons constaté, comme M. Charrin, que dans ces cul 
tures mixtes les bacilles charbonneux sont rares et ne tardent 
pas a prendre une forme irréguliére, le corps du microbe présente 
des portions amincies, se colore mal et seulement par endroits. 
Des formes semblables s’observent d’ailleurs dans les cultures de 
charbon au bout de quelques jours; au bout d’un mois, dans les 
cultures mixtes on ne trouve plus que de rares bacilles, se pré- 
sentant sous cet aspect. Enfin, on note l’absence de sporulation. 


(1) Nous ne partageons pas entiérement la fagon de voir de M. de Freudenreich. 
Voir plus loin : « 2. Inoculations de cultures de charbon dans la toxine pyocyanique. » 


Sy 
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Au bout de 2 mois, on ne rencontre plus de bacilles charbon- 
neux. 


Culture mixte de bacille charbonneux et de bacille pyocyanique. 


PREMIERE EXPERINCE 
Chaque animal recoit sous la peau 1/2 c. c. dune culture de 2 jours. 
2 cobayes résistent. 
1 cobaye meurt en 8 mois, sans charbon; 
2 cobayes meurent en 3 jours, avec charbon, ainsi que les 2 témoins. 
Chacun de ces cobayes pesait entre 350 et 400 grammes. 


~DEUXIEME EXPERIENCE 


Mémes cuitures de 4 jours; méme dose. 

1 cobaye meurt en 1 mois, sans charbon, abcés contenant du bacille 
pyocyanique. 

2 cobayes meurent en 18 jours, sans charbon, ni pyocyanique. 


4 cobaye meurt ep $ jours, avec du 6. pyocyanique dans le sang et un 
cedéme suus-cutaneé, 


. 


TROISIHBME EXPERIENCE 


Mémes cultures de 8 jours; méme dose. 
1 cobaye de 370 grammes résiste; 


1 cobaye de 300 grammes meurt en 1 mois, avec du b. pyocyanique dans 
le sang. 


QUATRIEME EXPERIENCE 


Mémes cultures de 15 jours; méme dose. 

41 cobaye de 370 grammes résiste. 

1 cobaye de 390 grammes meurt en 2 jours; bacille pyocyanique dans le 
song. 


| CINQUIEME EXPERIENGE 


Mémes cultures de 8 mois; méme dose. 
1 cobaye de 500 grammes résiste. 


SIXIEBME EXPERIENCE 
; 


Memes cultures de 2 jours; inoculation de 3 gouttes seulement sous la peau. 
1 cobaye de 320 grammes meurt en 3 mois 14 /2, le sang reste stérile; 
1 témoin de 430 grammes meurt charbonneux en 7 jours. 


EN resumrk : Sur 15 cobayes inoculés : 
5 ont résisté complétement, soit 1 /3; 
6 ont résisté entre 18 jours et 3 mois; 
4 sont morts comme les témoins en 2 ou 3 jours. 


Mais il faut remarquer que, méme chez ces derniers cobayes, 


“an 
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nous n’avons jamais retrouvé dans le sang, l’cedéme ou les 
organes, que du bacille pyocyanique, Al’exclusion du bacille char- 
bonneux. Il parait done probable que les animaux ont succombé 
les uns a l’infection, les autres 4 l’intoxication pyocyanique. Ces 
expériences montrent que non seulement le bacille charbonneux 
est désagrégé sous l’influence de l’autre microbe, mais qu il est 
atténué. M. Charrin avait signalé ce fait; il employait 4/2 ¢. ¢. de 
bouillon de culture, pensant n’agir que par le bacille charbon- 
neux, le bacille pyocyanique n’étant plus, d’aprés lui, virulent 
a cette dose. Mais nos expériences prouyent que cette petite 
dose de culture pyocyanique peut tuer les cobayes. L’emploi 
du bacille pyocyanique reste done dangereux. Aussi serait-il 
plus intéressant d’atténuer le charbon au moyen de la toxine 
pyocyanique ou pyocyanase. 

-D’autre part, les cobayes ayant résisté ne sont pas vac- 
cinés (1) : Pun d’eux, inoculé 2 mois aprés sa premiére inoculation 
avec 1/2 c. c. de culture charbonneuse, succombe en 3 jours. 

-Les humeurs de ces cobayes nesemblent pas préservatrices : 
le liquide d’ascite de I’un d’eux injecté a la dose de 2 c. c. sous la 
peau d’un autre animal en méme temps que 1 /2 ¢. c. de charbon, 
mais dans mn endroit différent, ne l’immunise pas. 


Il. — INOCULATION DE CULTURES DE CHARBON DANS LA TOXINE 


PYOCYANIQUE. 


Laissant de cété les cultures mixtes, nous avons expérimenté 
d’abord la culture du bacille charbonneux dans la toxine pyocya- 
nique, puis les cultures de charbon additionnées de toxine; les 
toxines employées étaient agées les unes de 15 jours, les autres 
d’un mois. 

Aprés la filtration, qui est lente, le bouillon étant épais et 
présentant un dépé6t visqueux, mous portons la toxine pendant 
une heure 4 70° pour étre stir de nous débarrasser de tout élément 


figuré pyocyanique. 


(4) Ce fait ne concorde pas avec les expériences récentes de M. d’Agata, de Naples. 
(XVI° Congrés de Médecine, Budapest, avril 1909. Presse médic., 18 sept. 1909. 
Annales de UInstitut Pasteur, 25 avril 1910.) Des ovidés acquiérent Pimmunité par 
Vinjection de bacilles trés virulents préalablement mélangés a la culture du B. pyo- 
cyanique, mais il faut remarquer que les ovidés peuvent ne pas réagir a ces inoculations 
de la méme facon que les cobayes. 
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Le bacille charbonneux se déyeloppe moins vite et moins 
abondamment dans cette toxine que dans le bouillon ordinaire. 

Au bout de 2 jours, alors que la culture dans le bouillon ne 
renferme que des bacilles‘normaux, ceux-ci sont rares dans la 
toxine, ot l’on' retrouve en grand nombre des bacilles irréguliers, 
amincis et dentelés. 

Au bout de 4 jours, la culture dans le bouillon étant toujours 
normale, celle dans la toxine contient de nombreux bacilles 
normaux, disposés en chainettes ; d’autres bacilles, peu nombreux, 
affectent des formes en massue et sont parfois trés élargis. 

Aprés 15 jours, les bacilles sont normaux dans le bouillon et 
dans latoxine, le microbe semblants’ habituer peu a peu ason nou- 
veau milieu, mais la culture dans la toxine reste toujours moins 
abondante, Au bout d’un mois, le bouillon présente des bacilles 
normaux, la plupart bien colorés, quelques-uns prenant moins 
bien la matiére colorante, et des amas de bacilles pelotonnés sur 
eux-mémes. Dans la toxine, la plupart des bacilles sont irrégu- 
liers, beaucoup moins abondants et moins filamenteux que dans 
le bouillon, en général décolorés en partie, et ceux qui restent 
colorés le sont moins fortement qu’en bduillon. 

En 2 mois, on retrouve dans le bouillon des bacilles peloton- 
nés sur eux-mémes, d’autres amincis, bien colorés; la toxine 
contient de rares bacilfes amincis ne prenant pas le Gram. 
Réensemencés en bouillon, ces bacilles fournissent une culture 
normale. 


PREMIERE EXPERIENCE 


~ Culture de charbon de 2 jours dans 2.¢. c. de bouillon contenant 2 gouttes 
de toxine pyocyanique de 2 jours. 
Injectée a la dose de 1 c. c. sous la peau. Un cobaye meurt’en 3 mois 1/2. 
Les milieux de culture ensemencés avec. le sang de ce cobaye restent stériles. 
Ce sang inoculé sous la peau d’un autre cobaye reste sans effet. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


_ Culture de charbon de 2 jours dans 2 c. c. de bouillon contenant 
19 gouttes de toxine pyocyanique de 2 jours. 1/2 c. c. sous la peau. 
Un cobaye de 500 grammes meurt en 18 jours : sang et organes stériles. 


TROISIEME EXPERIENCE 


Culture de charbon de 2 jours dans 2 ¢. c. de bouillon contenant 10 gouttes 
de toxine pyocyanique de 15 jours. 


a me 
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1c. c. sous la peau. 1 cobaye meurt en 2 mois 1/2. Péricardite séreuse 
et ascite, mais le sang et les organes sont stériles. 


QUATRIEME EXPERIENCE 


Culture de charbon de 2 jours en bouillon contenant 20 gouttles de toxine 
pyocyanique de 20 jours pour. 2°6..c, > 

1 c. c. sous la peau. 1 cobaye de 330 grammes meurt en 3 jours. L’exa- 
men montre la rate, l’cedéme sous-cutané, le sang du cceur bourrés de mi- 
crobes. Les cultures tuent un autre cobaye en 40 heures avec charbon. 


CINQUIEME EXPERIENCE 


Culture de charbon de 2 jours en bouillon contenant 10 gouttes de toxine 
pyocyanique de 15 jours pour 2 ©. c. 

1/2 c. c. sous la peau. 1 cobaye résiste. Sacrifié longtemps apreés, le sang 
reste stérile. Pas de microbes a l’examen microscopique. 


SIXIEME EXPERIENCE 


Culture de charbon de 8 jours en bouillon contenant 10 gouttes de toxine 
pyocyanique de 15 jours pour 2c. c. 


1/2 c. c. sous la peau. 
1 cobaye de 365 grammes meurt en 3 jours avec tous les signes du char- 


bon. Bacilles dans les organes. 


III... — . TOXINE PYOCYANIQUE INJECTEE PREVENTIVEMENT 


Cette toxine est produite par un bacille pyocyanique prove- 
nant des eaux de la Loire. 
A. — Cobaye. 


PREMIERE EXPERIENCE 
2c. c. de toxine de 15 jours sont injectés sous la peau d’un cobaye de 
400 grammes; 6 heures aprés on injecte 4 /2 c. c. de culture charbonneuse de 
2 jours sous la peau de ce cobaye, mais dans un endroit différent. 
L’animal meurt charbonneux en 3 jours. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


2 c. c. de la méme toxine sont inoculés sous la peau de 2 cobayes de 
600 grammes; 6 heures aprés, 1/2 c. c. de culture de charbon de 2 jours, 
sous la peau dans un endroit différent. 

Mort des 2 cobayes en 3 jours et 3 jours 1/2, charbonneux. 


TROISIEME EXPERIENCE 


Devant ces mauvais résultats, nous augmentons la dose de toxine. 
On injecte 5 c. c. de toxine; 8 heures aprés, 1/2 c. c. de culture de charbon 
de 2 jours, sous la peau du cété opposé; meurt en 3 jours charbonneux. 
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QUATRIEME EXPERIENCE 


8 c. c. de toxine de 15 jours sont injectés sous la peau; 2 jours apres, 
1/2 e. c. de culture charbonneuse sous la peau du méme cote. 
Le cobaye meurt charbonneux en 2 jours 1/2. 


CINQUIEME EXPERIENCE 


12 c. c. de toxine de 15 jours sont injectés sous la peau d’un cobaye; 
6 heures apres, 3 gouttes seulement de culture charbonneuse sous la peau du 
méme céteé. 

Meurt en 3 jours charbonneux. 


SIXIEME EXPERIENCE 


On fait ingérer A un cobaye une dose journaliére de 5 c. c. de toxine pen- 
dant 15 jours. Un mois aprés, on lui inocule sous la peau 1/2 c. c. de culture 
de charbon de 2 jours. 

Meurt charbonneux en 3 jours 4/2. 


B. — Lapin. 
PREMIERE EXPERIENCE 


10 c. c. de toxine de 15 jours sont inoculés sous la peau d’un lapin; 
24 heures aprés, 8 gouttes de culture de charbon de 2 jours sous la peau du 
cété opposé. 

Meurt en 3 jours charbonneux. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


Méme expérience que la précédente, mais les 2 inoculations sont faites au 
méme endroit. 

Ce lapin résiste: c’est le seul cas ot les injections préventives de toxine 
aient donné un résultat. 


IV. — RESISTANCE AU CHARBON DES ANIMAUX VACCINES CONTRE 
. LE BACILLE PYOCYANIQUE 
A. — Cobaye. 
PREMIERE EXPERIENCE 


Un cobaye recoit sous la peau tous les jours, a 4 reprises différentes, 
2c. c. de toxine pyocyanique de 15 jours; 4 jours aprés la derniére injection 
1/2 c. c. de charbon sous la peau. 

Meurt en 3 jours charbonneux. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


Méme expérience avec inoculation de 3 gouttes dé charbon seulement. ” 
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Méme résultat. 
TROISIEME EXPERIENCE 


Méme expérience. Les inoculations de toxine n’ont été répétées que 
3 fois. 
Méme résultat. 


B. — Lapin. 
PREMIERE EXPERIENCE 
Un lapin vacciné contre le bacille pyocyanique par 4 injections de toxine 
est inoculé 2 mois apres la derniére injection avec 8 gouttes de culture char- 
bonneuse. 
Résiste. 
DEUXIEME EXPERIENCE 
Un tapin préparé de la méme facon recoit, 5 mois 1/2 aprés la derniére, 
1 /2c. c. de culture charbonneuse dans le péritoine. 7 heures apres, le péritoine 
est stérile; ’exsudat péritonéal est riche de leucocytes, mais les microbes 
ont disparu. Les milieux ensemencés restent stériles. 
Le lapin réstste. 
; TROISIEME EXPERIENCE 


Un lapin, préparé de !a méme facon, est iaocuié 3 jours apres la der- 
niére injection de toxine avec 1/2 c. c. de cu,ture charbonneuse sous 1a 


peau. 
Il meurt amaigri en 4 mois, mais sans charbon. 


QUATRIEME EXPERIENCE 


Un lapin, vacciné de la méme fagon, recoit 2 mois 1 /2 plus tard 8 gouttes 
de culture charbonneuse sous la peau. ; 

Meurt charbonneux en 4 jours. 

Done, sur 4 lapins éprouvés, 3 ont guéri. 


Deux mois et demi et cing mois et demi apres la vaccination 
pyocyanique, les lapins résistent au charbon; cet état réfractaire 
n’est pas di 4 une action directe de la pyocyanase sur la bacté-~ 
ridie inoculée, mais a une modificationde l’organisme, sans doute 
4 la production d’anticorps particuliers. 


V. — POUVOIR CURATIF DE LA TOXINE PYOCYANIQUE VIS-A-VIS 
DE LA MALADIE CHARBONNEUSE. 


A. — Les animaux sont inoculés avec des cultures de charbon. 


A. — Cobaye. 
PREMIERE EXPERIENCE 
4 /2 c. c. de culture charbonneuse est inoculée sous la peau d’un cobaye 


~ 
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7 heures apres, 2 c. c. de la toxine pyocyanique déja employée sont injectés 
sous la peau du cété opposé. 
Le cobaye résiste, 


DEUXIEME ET TROISIEME EXPERIENCES 


Méme facon de procéder, mais les animaux regoivent la toxine seulement 
24 et 30 heures aprés la premiére inoculation. 

Résistent également. 

Les témoins meurent en 2 jours 1/2 et 3 jours : ces résultats sont d’au- 
tant plus intéressants qu’une simple piqare pratiquée avec cette culture tue 
les cobayes en 2 a 5 jours avec tous les signes du charbon, 


B. — Lapin. 


wet! PREMIERE EXPERIENCE 


8 gouttes de culture charbonneuse de 2 jours sont inoculés sous la peau 
dun lapin; 7 heures aprés, 5 c. c. de toxine pyocyanique de 15 jours sont 
injectés du c6té opposé. 

Meurt en 3 jours, charbonneux. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


Méme expérience, mais en doublant la dose de toxine; les 2 inoculations 
sont encore faites dans des endroits différents. 
Mort en 4 jours. 
TROISIEME EXPERIENCE 


Méme expérience. On revient 4 la dose primitive de toxine, 5 c. c., mais 
Yanimal recoit les 2 inoculations du méme cété a7 heures d’intervalle. 
Il résiste. 
QUATRIEME EXPERIENCE 


7 lapins sont inoculés sous la peau. Chacun recoit d’abord 8 gouttes de 
culture charbonneuse de 2 jours; 7 heures aprés et au méme poini, 5 ¢. c. de 
Pune des toxines pyocyaniques suivantes, 4gées de 15 jours : 

1° Race A de l'Institut Pasteur de Paris. 

2° Race F. a — — 

3° Race P: a = ae 

4° Race §. = = es 

5° Race noire. = == = 

6° Bacille pyocyanique isolé des eaux de la Loire. 

7° Bacille pyocyanique isolé chez un cheyal. 

Le seul lapin n° 5, injecté avec la toxine race noire, succombe en 3 jours 
au charbon. Au bout de 6 mois, tous les autres sont bien portants. 

Le lapin injecté avec la toxine provenant d’un bacille de l’eau a seule- 
ment perdu un peu de son poids sous l’influence de cette toxine. 

En somme, ici, les résultats sont singuliérement encourageants, puisque 
nous notons pour les cobayes 2 guérisons pour 2 animaux et pour les lapins 
8 guérisons contre 2 morts par charbon. 
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B. — Les animaux sont inoculés avec des produits charbonneux 
ou des cultures provenant directement d’animaux charbonneux et 
traités ensuite par la toxine. 


A. — Cobaye. 


PREMIERE EXPERIENCE 


1 /2¢c.c. de culture de charbon provenant d’un animal charbonneux est 
inoculé sous la peau d’un cobaye; on injecte en méme temps 2 c. c. de toxine 
race P au point d’inoculation. 

Meurt charbonneux en 3 jours. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


1/2 c.c. de culture charbon provenant d’un animal est injecté sous la 
peau d’un cobaye : 24 heures aprés, 2 c. c. de toxine pyocyanique race A 
de 15 jours, au méme endroit. 

Meurt en 8 jours avec charbon. 


TROISIEME EXPERIENCE 


3 gouttes de sang de cobaye charbonneux sous la peau d’un cobaye de 
400 grammes; en méme temps, 1 c. c. de toxine pyocyanique stérilisée 
1 heure a 70°, au point d’inoculation. 

_ Uncobaye témoin meurt en 2 jours; le traité meurt en 4 jours. 


QUATRIEME EXPERIENCE 


3 cobayes sont piqués avec une aiguille chargée d’cedéme charbonneux 
contenant des bacilles. 
2 jours aprés, 2 de ces cobayes, qui présentent déja un cedéme sous- 
cutané considérable, recoivent 2 c. c. de toxine au point d’inoculation. 
Le témoin et l’un des traités meurent charbonneux en 3 jours; le second 
traité résiste. 
CINQUIEME EXPBRIENCE 


Deux cobayes sont piqués avec une aiguille chargée de sang charbonneux. 

5 heures apres, l’un d’eux regoit 5 c. c. de toxine de 3 semaines non 
chauffée au point d’inoculation. 

Le témoin meurt en 8 jours, charbonneux. 

Le traité résiste. 


B. — Lapin. 


PREMIERE EXPERIENCE 


8 gouttes de culture provenant d’un animal charbonneux, agée de 2 jours 
sont injectées sous la peau d’un lapin en méme temps que 8 ¢. c. de toxine 
de 15 jours dans les veines. 

Meurt en 4 jours, charbonneux. 


sy 
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DEUXIEME BXPERIENCE 


8 gouttes de la méme culture sont injectées sous la peau d’un lapin, en 
méme temps on injecte 5 c. c. de toxine race P sous.la peau au méme point. 
Meurt en 4 jours, charbonneux. 


TROISIEME EXPERIENCE 


8 gouttes de la méme culture sont injectées sous la peau d’um lapin; 
7 heures aprés, 5 c. c. de toxine pyocyanique (microbe provenant des eawx 
de la Loire) sont injectés au méme point. 

Mort en 4 jours 1/2. 4 


QUATRIEME EXPERIENCE 


3 gouttes de sang charbonneux sont injectées sous la peau d’un lapin; 
en méme temps et au méme point, 5c. c. de la toxine précédente. 
Mort en 4 jours charbonneux. 


CINQUIEME EXPERIENCE 


- 3 g outtes de sang charbonneux sont injectées sous la peau de 2 lapins; 
en méme temps et au méme point d’inoculation 5 c. c. de la méme toxine 
sous la peau de Pun d’eux. j 

Les 2 lapins meurent en 3 jours, charbonneux (1). 


SIXIEME EXPERIENCE 


4 goutte de sang charbonneux sous la peau de 2 lapins; 3 heures 41 /2 
aprés, 5 c. c. de toxine de 3 semaines au point d’inoculation chez ’un des 
Japins. 

Le témoin meurt charbonneux en 3 jours, le traité résiste. 

Ces expériences sont intéressantes; nous y voyons des cobayes trailés 
résister a la piqure de sang et d’cedéme charbonneux, un lapin traité résister 
a la dose énorme de 1 goutte de sang charbonneux. 


Ces faits nous encourageaient a tenter l’épreuve chez un ani- 
mal trés sensible, le mouton; voici les résultats que nous avons 
obtenus. 

La virulence de notre culture était grande, puisque les co- 
bayes succombaient a la piqdre d’une aiguille chargée de ce pro- 
duit, mais il nous fallait déterminer la dose mortelle pour le 
mouton. 

Nous nous sommes demandé si nous devions contaminer nos 


(1) La plupart de ces expériences ont été exposées dans la thése de notre éléve 
Delarbre : Contribution a Pétude de Vantagonisme du pyocyanique et du charbon 
Paris, 1908. s 


Os 
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animaux par ingestion ou par inoculation sous-cutanée. Nous 
avons rejeté le premier mode d’infection, malgré quwil soit 
le plus fréquent dans les conditions naturelles. comme étant 
moins stir que l’infection par la peau. 


PREMIERE EXPERIENCE 


Un mouton de 32 kilos, inoculé sous la peau avec 1 goutte de sang char- 
bonneux, meurt en moins de 18 heures. 


DEUXIEME EXPERIENCE 


Un mouton de 34 kilos est piqué sous la peau avec une aiguille chargée 
de sang charbonneux. 
Meurt en moins de 24 heures. 


TROISIEME EXPERIENCE 


Deux moutons de 1 an sont inoculés sous la peau avec 3 c. c. d’un bouillon 
de culture de charbon de 3 jours. L’un est traité 6 heures aprés par l’injec- 
tion au point d’inoculation de 10 c. c. de pyocyanase Agée de 3 semaines, 
provenant d’un bacille des eaux de la Loire. 

Le témoin meurt en 43 heures. 

Le traité succombe en 4 jours. 


La dose de produit virulent est évidemment. trop forte. 


QUATRIEME EXPERIENCE 


Une brebis de pays, du poids de 31 kilos, est inoculée sous la peau avec 
2c. c. de bouillon de culture charbonneux de 2 jours; 40 heures apres, la 
béte ne peut plus se tenir debout; peu apres se produisent des convulsions 
et elle meurt en 44 heures, les pattes et la téte en extension; on note de 
Poedéme au point d’inoculation, le cadavre augmente rapidement de volume: 
le sang contient des bacilles charbonneux. 


CINQUIEME EXPERIENCE 


Craignant de ne pouvoir lutter efficacement contre une maladie si rapide, 
nous diminuons alors la dose de charbon, et nous inoculons sous la peau 
d’une brebis de pays 1 /2 ¢. c. de bouillon de culture charbonneux agé de 
24 heures. 

24 heures aprés l’inoculation, animal présente au point de la piqtre 
un léger épaississement de la peau; il succombe en 40 heures environ avec 
les symptomes précédemment décrits; on retrouve des hacilles charbonneux 
dans le jetage sanglant, le sang, etc. 


SIXIEME EXPERIENCE 


| Cherchant a réaliser une maladie d’allure moins aigue, nous tentons alors 
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dinfecter un mouton en essuyant sur une petite plaie cutanée un fil de pla- 
tine chargé d’une faible quantité de culture sur gélose agée de 6 jours; l’ani- 
mal résista, aprés avoir présenté un léger cedéme pendant quelques jours. 

Il nous fallait done revenir 4 la dose sirement morteile, c’est-a-dire 
1/2 c. c. de bouillon de culture, et traiter des animaux succombant en {moins 
de 48 heures, ce qui ne nous laissait que peu d’espoir. 

A notre grande surprise, les résultats suivants vinrent nous encourager 
a persévérer. 

SEPTIEME EXPERIENCE 

Un mouton de race Dishley, agé de 2 ans, inoculé sous la peau ayec 
1/2 c. c. de bouillon de culture de charbon agé de 24 heures, présente le len- 
demain au point d’inoculation un cedéme de 5 centimétres de diamétre; 
nous lui injectons alors a ¢e niveau 10 c. c. de pyocyanase provenant de la 
méme souche de bacille que précédemment, agée de 3 semaines, filtrée et 
stérilisée pendant 1 heure a 70°. 

Le lendemain, l’cedéme augmentant, l’animal recoit une nouvelle injec- 
tion de 10 c. c. de pyocyanase. 

8 jours aprés cette seconde injection, ’cedéme, qui était demeuré a peu 

- prés stationnaire, commence a diminuer et disparait au bout de 12 jours. 

Le mouton, sacrifié 2 mois 4/2 aprés, présente des organes normaux, ne 

contenant pas de bacilles charbonneux. p 
_ Un cobaye inoculé avec le suc de la rate n’a manifesté aucun malaise, 


HUITIEME EXPERIENCE 


Méme expérience que la précédente sur une brebis de pays, du poids de 
32 kilos. 

34 mars 1910. Midi. Inoculation sous-cutanée de 1 /2 c. c. de bouillon 
de culture de bacille charbonneux de 24 heures, sous la peau du flane droit. 
5 heures. (déme de 5 centimétres de diamétre au point d’inoculation; 
injecté 10 c. c. de la méme pyocyanase au méme point. 

1° avril. 5 heures. dideme de 15 x 10 centimétres, douloureux, rendant 
difficiles les mouvements de la patte correspondante. Ne mange pas. Injecté 
10 c. c. de pyocyanase au méme point. 

2 avril. 11 heures matin. Hdéme 10 x 5 centimétres, moins douloureux, 

mouvements de la patte plus faciles, a un peu mangé. 

8 avril. L’cedéme, qui a diminué peu a peu, est compiétement disparu, 
la brebis est bien portante. 

25 avril. Méme état. 

28 octobre 1910, méme état. 


Les deux expériences précédentes démontrent qu’on peut 
guérir le charbon chez le mouton en injectant de la pyocyanase 
quelques heures apres l’infection au point de inoculation, mais 
est-il possible d’obtenir le méme résultat en injectant la pyo- 
cyanase dans un autre endroit, c’est-a-dire auraii-on des chances 
de guérir le charbon interne par ce procédé, ce qui est la chose 


ee 
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intéressante au point de vue pratique, en ce qui concerne les 
ovidés et les animaux susceptibles de contracter le charbon dans 
la nature? 


Les deux expériences suivantes permettent de l’espérer : 


NEUVIEME EXPERIENCE 


10 mai 1910. 11 heures. Deux brebis de pays, poids 32 et 35 kilos, agées 
de 1 an, sont inoculées sous la peau du flanc droit chacune avec 1 /2c. c. de 
bouillon de culture charbonneux de 24 heures. 

6 heures aprés, les 2 brebis présentent au point d’inoculation un cedéme 
de 5 centimétres de diamétre; la premiére (brebis A) recoit 10 c.c. de pyo- 
cyanase au niveau du flanc gauche. 

41 mai. 7 heures matin. La brebis A, traitée est bien portante, l’cedéme 
reste stationnaire. L’autre, brebis B, est couchée, refusant de se lever et de 
manger, abattue. ; 

Midi. L’cedéme de la brebis B non encore traitée est plus étendu et plus 
considérable que l’cedéme de l’autre; 10 c. c. de la méme pyocyanase sont 
injectés sous la peau du flane gauche de la brebis B. 

5 heures. Brebis A. L’cedéme diminue, bon état général. 

Brebis B. Gidéme stationnaire; ballonnée, essoufflée, agitée de tremble- 
ments, refuse la nourriture, vacille sur ses pattes. 

42 mai. 11 heures. Les cedémes diminuent, bon état général des VOue 
animaux. 

13 mai. 5 heures. Brebis A. Gidéme a peine appréciable des deux cétés. 
Brebis B. déme stationnaire depuis la veille (5 centimétres de diamétre) a 
droite, léger a gauche. 

14 mai. 5 heures. Brebis A. Méme état. 

Brebis B. Gidéme de 3 centimétres de diamétre a droite, léger 4 gauche, 

147 mai. Méme état. 

23 mai. Brebis A. Les cedémes ont disparu. 

Brebis B. I] reste encore un trés léger cedéme au niveau du flanc droit. 

28 octobre. Les 2 brebis sont bien portantes. 


Ces deux observations ne peuvent, a ce qu’il nous semble, 
qu’engager a essayer la pyocyanase dans les cas de charbon spon- 
tané, puisque nous avons guéri 2 moutons injectés l’un 6 heures, 
Yautre 24 heures aprés linoculation virulente, alors que ce 
dernier animal était manifestement malade. 

La dose de 10 c. c. de pyocyanase, répétée au besoin a 
24 heures d’ir tervalle, nous a semblé une dose convenable. Cette 
substance est en effet relativement peu active; nous avons pu en 
injecter 50 c. c. a la fois sous la peau d’un chien de 5 kilos sans 
autre résultat que de déterminer un léger amaigrissement, 

62 
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d’ailleurs passager. Une dose de 70 c. ¢. a déterminé la mort d’un 


autre chien de méme poids. 
La dose de 10 c. c. détermine chez l’animal un cedéme léger 


qui dure 3 ou 4 jours. 

Plusieurs médecins ont déja employé la pyocyanase en the- 
rapeutique, ils ont appliquée en badigeonnages, en pulvérisa- 
tions dans la diphtérie, en instillations dans la grippe et dans la 
méningite. Chez homme, l’injection de 0,10 a 0,30 centigrammes 
en solution de 1 pour 5 a1 pour 20 provoque l’apparition d’une 
dermatite érythémateuse d’une durée de 4 a 5 jours (1). 


APPLICATION DU TRAITEMENT A UN CAS DE CHARBON HUMAIN. 


Il s’agit d’une malade de notre confrére le docteur Bellouard, 
de Nantes, 


La malade, agée de 20 ans, ouvriére en brosserie, avait remarqué, le 
3 mai 1910, une petite vésicule au niveau de sa pommette gauche; le lende- ° 
main, la vésicule était remplacée par une escarre, les paupiéres et la région 
étaient cedématiées, les ganglions sous-maxillaires correspondants étaient 
engoregés. | 

Le 3¢ jour, 6 mai, la malade va consulter le D™ Bellouard. L’escarre 
mesurait environ 2 centimétres et était entourée d’une couronne de vésicules 
caractéristique. 

Notre confrére cautérise profondément Vescarre avec le thermocautére 
et pratique autour delle quatre injections d’eau iodée au 1/100, repré entant 
1c. c. 1/2 de liquide. I prescrit en méme temps de Viode a Vintérieur. 

Le 7 mai, 4¢ jour, nous trouvons la malade dans l'état suivant : ’escarre. 
repose sur un cedéme dur, étendu, envahissant les paupiéres et empéchan , 
presque complétement de voir l’ceil, qui présente du chémosis. Cet cedéme 
descend jusqu’a la moitiéde la joue;la sérosité de ?coedémea ce niveau 

ontient des bacilles charbonneux. La malade ressent plutét une géne que de 
la douleur au niveau de la lésion. Les ganglions sous-maxillaires correspon- 
lants sont augmentés de volume et légérement douloureux. La rate est per- 
»eptible. 

Température : 37°,8. Pouls : 120. L’appétit est conservé, la langue sale, 
Pétat général assez bon. 

Nous essayons d’injecter quelques gouttes de la pyocyanase précédem- 
ment employée au-dessous de l’escarre, mais le liquide ressort par la plaie, 
nous en injectons alors 3c. c. A 2 centimétres plus bas, dans la profondeur. 

8 mat. L’cedéme est plus dur et plus considérable au niveau des pau- 


(1) R.Romme. La pyocyanase en thérapeutique. La Presse médicale, 7 mars 1908, 
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piéres; il est presque impossible, en les écartant, de voir la conjonctive; 

Poedéme s’étend en bas jusqu’a langle du maxillaire, mais il est plus mou 
ace niveau. L’escarre et les ganglions ne sont pas modifiés depuis la veille. 
La rate ne parait pas plus grosse. La douleur est minime. I] ya eu un peu d’in- 


somnie pendant la nuit. La malade est un peu déprimée, ne veut voir per- 
sonne. 


Température : 38°,2. Pouls: 120. 


En présence de cette aggravation des symptémes, nous injectons 3c. c. 
en dedans de l’escarre et 4 c. c. au-dessous. 

Dans la nuit, la malade se sent beaucoup mieux; le sommeil est meil- 
leur; le lendemain 9 mai, l’cedéme est plus mou, il y a de la tendance au 
sphacéle en dedans de lescarre,'la malade peut entr’ouvrir légérement l’ceil; 
température : 36°,2; pouls : 84 

10 maz. Gidéme dur, limité en haut par la paupiére inférieure, en dehors 
par arcade sourciliére, descendant en bas 4 3 centimétres environ au-des- 
sous de l’escarre. Chémosis persiste. Pouls : 64. Bon état général. 

11 mai. Méme état. Température : 36°,5. Pouls : 64. Rate non perceptible. 
Langue normale. Le chémosis diminue. 

16 mai. Méme état. Le chémosis a disparu. Commence a se lever. 

23 mai. L’cedéme est léger et limité a la paupieére inférieure, l’escarre pré- 
sente de la tendance a s’éliminer et s’étend du cété de l’angle interne de 
Peil : cette escarre est due a la cautérisation et aux injections iodées, la 
partie interne de lescarre ne nous semble pas non plus attribuable a la pyo- 
cyanase, car nous n’en avons jamais constaté la production, méme en l’in- 
jectant chez les animaux dans des tissus fortement cedématiés. 

La lésion tend a guérir, la cicatrice sera vraisemblablement minime, et 
Pétat général de la malade, qui sort et s’alimente bien, est excellent. 

28 octobre. Cicatrice & peine apparente au niveau de la cautérisation. 


Nous ne voulons pas dire que la malade aurait succombé 
sans notre intervention, nous sommes méme persuadé, avec le 
docteur Bellouard, que le cas se serait terminé heureusement; il 
n’en est pas moins vrai que cedéme était considérable, ce qui ne 
constitue pas un bon signe pronostic, et que la seconde injection 
de pyocyanase, plus forte que la premiére, semble avoir eu une 
influence favorable sur l’état général et sur la localisation. 

Les résultats chez les moutons fournissent également des 
preuves remarquables de l’efficacité du traitement et encoura- 
gent a essayer la pyocyanase en médecine vétérinaire. 

La question d’ailleurs n’est pas épuisée; en dehors de la 
recherche d’une explication de ces faits, il resterait a voir si le 
sang des animaux traités contient des anticorps, a essayer les 
inoculations a doses croissantes de bacilles charbonneux chez ces 
animaux en vue d’obtenir un sérum curatif. 
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Il nous a semblé intéressant de signaler nos résultats a un 
moment ou M. Boidin (1), résumant I’état actuel de la question de 
la sérothérapie anticharbonneuse, conclut que le sérum, « doué 
de propriétés préventives indiéniables, semble avow une certaine 
valeur curative. » 

Nous espérons que l’action curative de la pyocyanase permet- 
tra de guérir le charbon chez des ouvriers appelés 4 manipuler des 
produits susceptibles d’étre contaminés et de désinfection extré- 
mement difficile. 

Nous adressons en terminant nos remerciments a notre maitre 
M. le professeur Rappin, dont les conseils éclairés ne nous ont 
jamais fait défaut, ainsi qu’a MM. Ribereau, Charles Fortineau 
et Soubrane, qui nous ont maintes fois prété leur précieux con- 
cours. 


(4) J. p’Acata, Sur la vaccination anticharbonneuse par des. bacilles trés virulents 
préalablement méijangés 4 du bouillon-culture de bacille pyocanique, Annales de 
UVInstitut Pasteur, 25 avril 1910. 

(2) Boipin, La sérothérapie anticharbonneuse. Presse médicale, 25 mai 1910. 


Etudes sur les sérums normaux et spécifiques 
(spermotoxiques) 


par LE Dr J.-G. FITZGERALD 


Professeur agrégé de bactériologie a ? Université de Toronto (Canada.) 


Travail de l’Institut Pasteur de Bruxelles. 


Cette communication résume les résultats des recherches 
faites pour savoir si oui ou non, le sérum antispermotoxique de 
cobaye contient une substance sensibilisatrice pour des sperma- 
tozoides de cobayes. Et également, si les spermatozoides 
de cobaye, immunisés contre d’autres spermatozoides, sont 
sensibilisés zz vivo. Pour déterminer ces faits, on a eu recours 
a la réaction de fixation (Bordet et Gengou) (1). Au cours de nos 
travaux, on a vu certaines différences dans les substances sen- 
sibilisatrices dans le sérum spermotoxique et normal chauffé, 
de cobaye ; ces différences se seraient confirmées pour les subs- 
tances sensibilisatrices dans les sérums normaux et. immuns, 
en général. 

Landsteiner (2) a le premier produit un sérum spermotoxique ; 
il le fit en injectant aux lapins les spermatozoides des bceufs. 
Metchnikoff (3), a peu prés 4 la méme époque, décrivit un sérum 
spermotoxique actif contre les spermatozoides humains et pro- 
duit a l’aide de immunisation des lapins par les spermatozoides 
humains. Il prépara également, le premier, une antispermo- 
toxine, en injectant aux cobayes le sérum spermotoxique des 
lapins, en obtenant de cette facon une antispermotoxine de 
cobaye contre une antispermotoxine de lapins. Le travail de 
Metalnikoff (4) reste le plus considérable sur le sujet, il y est dé- 
montré pour la premiére fois qu’on peut produire un sérum anti- 
toxique. Peu de temps avant l’apparition du travail de Metal- 
nikoff, Ehrlich et Morgenroth (5) ont montré qu’un sérum iso- 
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toxique est possible. Ils y ont réussi, en injectant du sang défi- 
briné d’une chéyre A une autre chévre. Lesérum de cette chévre 
devint alors toxique pour les corpuscules d’autres chévres, mais 
pas pour ses propres corpuscules. De méme, quand une chévre 
fut injectée avec ses propres corpuscules, son sérum n’acquit pas 
de propriétés toxiques contre ses propres corpuscules; ils en ont 
conclu qu il est impossible d’obtenir un sérum autotoxique par 
un processus d’immunisation. 

Metalnikoff a, cependant, pu produire un sérum autotoxique, 
en utilisant des lapins et des cobayes et en procédant comme il 
suit : Des cobayes ont été injectés avec les spermatozoides 
d’autres cobayes, par voie sous-cutanée ou intrapéritonéale. Le 
sérum de ces animaux tuait les spermatozoides de ces mémes 
animaux, aussi bien que ceux des autres animaux de la méme 
espéce. Il a ainsi été montré qu’aprés la premiére injection le 
sérum du cobaye devint faiblement toxique et qu’apres la 
seconde ou troisiéme injection la toxicité a beaucoup augmenteé, 
de telle sorte que lorsqu’on a ajouté 10 gouttes de ce sérum a une 
goutte de spermatozoides, ces derniers ont été tués en 3 ou 4 mi- 
nutes environ.On amontré que l’autotoxine alesmémes propriétés 
que les cytotoxines, en général. En chauffant le sérum jusqu’a 
55°C. pendant une demi-heure, on en provoquait l’inactivation, 
mais l’addition du sérum de cobaye frais, non chauffé, le rendait 
de nouveau actif. Si l’on injectait des cobayes males, femelles ou 
des cobayes chatrés, on obtenait toujours un sérum d’une méme 
puissance. Le point le plus intéressant en matiére de sérums 
autotoxiques était le suivant : Pourquoi ce sérum ne tue-t-il pas 
les celluies (spermatozoides) des animaux, dans la circulation du 
sang desquels il a été trouvé? Metalnikoff avait conclu, d’une 
expérience qu’il avait faite, que les spermatozoides d’un cobaye 
immunisé étaient sensiblisés et non encore tués. L’expérience 
consistait & mettre quelques spermatozoides d’un animal immu- 
nisé et quelques-uns d’un animal normal, dans du sérum de 
cobaye frais. Lesspermatozoides provenant des cobayesimmunisés 
contre des spermatozoides, étaient tués en 10 4 20 minutes, tandis 
que ceux d’animaux normaux vivaient pendant quelques heures 
L’explication donnée par Metalnikoff était que les spermato- 
zoides d’animaux immunisés, quoique sensibilisés, n’étaient pas 
détruits im givo, car le sang circulant dans ces cobayes ne conte- 
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nait pas d’alexine libre, la présence de celle-ci serait nécessaire 
pour que Ja destruction des spermatozoides sensibilisés put avoir 
lieu. Cette explication de Metalnikoff a récemment été examinée 
par Adler (6), qui a traité la question d’une maniére quelque peu 
_ différente. I] immunisait un cobaye avec les propres spermato- 
zoides de animal : il enleva un testicule du cobaye et le divisa en 
deux parties; Pune a été injectée par voie intrapéritonéale; 
5 jours plus tard on en fit autant de l'autre partie. Dix jours aprés 
Ja seconde injection, on saigna l’animal. Le sérum spermotoxique, 
ainsi produit, était actif a la méme dose contre les spermato- 
zoides de cobayes immunisés et normaux. Adler a montré ainsi 
comme le firent d’autres (Metalnikoff, London) (7) que l’injection 
d’autres organes, tels que le foie ou le rein, ne faisait pas acquérir 
au sérum des propriétés spermotoxiques. Le plasma, aussi bien 
que le sérum des animaux immunisés, était spermotoxique sui- 
vant cet auteur, et on a montré que les sérums n’étaient pas 
strictement spécifiques, attendu qu’ils détruisaient aussi les sper- 
matozoides de Japins aprés un contact de vingt minutes environ: 
Adler émet l’opinion que les spermatozoides d’un cobaye immu- 
nisé ne sont pas sensibilisés iz eivo; comme le pense Metalnikoff, 
laspermotoxine ne venant pas en contact avec les spermatozoides. 
Aucun fait expérimental n’était cité a lappui de cette maniére 
de voir. 

Comme me l’a suggéré M. le professeur Bordet, j’ai étudié la 
question, en me servant de la méthode déja mentionnée plus 
haut. Il était nécessaire de savoir : 1° si une substance sensibili- 
satrice est présente dans le sérum spermotoxique, ce qui peut 
étre découvert 4 aide de la réaction de fixation; et 2° si le sper- 
matozoide d’un cobaye immunisé est sensibilisé. 

Trois gros cobayes males ont été immunisés de cette facon. 
Les testicules d’un cobaye normal ont été enlevés avec soin immé- 
diatement aprés sa mort, pour éviter autant que possible toute 
contamination. On les a ensuite coupés en petits morceaux, placés 
dans de l’eau physiologique stérilisée (0.9 0/0) et enfin filtrés a 
travers une toile en fil de fer. Une préparation en goutte pen- 
dante fut faite et on voyait, dans une goutte d’émulsion, une 
foule de spermatozoides vivants et trés mobiles. Chaque cobaye 
recut par voice sous-cutanée 5 c. c. de cette émulsion, a quatre 
reprises, a des intervalles de 8, 6 et 5 jours. Dix jours aprés la 
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derniére injection on a saigné l’un des animaux et son sérum a 
été trouvé rigoureusement iso et auto-spermotoxique. Une 
goutte de sérum toxique frais, non chauffé, tuait trois gouttes 
d’une émulsion de ses propres spermatozoides ou d’autres en 
moins de cing minutes. A titre de contre-épreuve, on a utilisé 
du sérum normal de cobaye et les spermatozoides mélangés ave 
ce sérum étaient vivants et trés mobiles, tandis que ceux 
soumis a l’action du sérum toxique étaient tués. Le sérum sper- 
motoxique perdait sa toxicité lorsqu’on le chauffait a 56° C. pen- 
dant une demi-heure. I redevenait actif par l’addition du sérum 
de cobaye normal frais. 

Dans les expériences dont l’exposé suit, on a employé le 
sérum de cobaye frais comme alexine, une émulsion de sperma- 
tozoides dans une solution physiologique de sel (0.9 0 /0) comme 
antigéne. Sauf autre spécification, l’émulsion des spermatozoides 
était toujours obtenue d’autres cobayes que ceux dont on a 
utilisé Palexine ou le sérum spermotoxique. On chauffait le 
sérum spermotoxique a 56° C. pendant une demi-heure 


EXPERIENCE 


Afin de savoir si le sérum spermotoxique contient une subs- 
tance sensibilisatrice pour les spermatozoides. Les tubes suivants 
ont été préparés : 


Jo Sérum spermoloxique0,3 c.c. + émulsion des spermatozoides 0,2 c.e. 
+ alexine 0, 05c. c; 

20 Sérum spermotoxique 0,3 c.c. + émulsion des spermotozoides 0,2 ¢.c¢. 
+ alexine 0,01 c. ¢c; 

30 Sérum spermotoxique 0,3 c.c. + Sol. physiol. de NaCl (0.9) 0,2 c. c. 
+ alexine 0,1 c. c; 

40Sér. de cob. norm, (38°C) 0,3¢.c. + émulsion d, spermatoz. 0,2 c. c. 
+ alexine 0,05 c.c; 

5° Sér. de cob. norm, 0,3 c.c. + émulsion d, spermatoz. 0,2 ¢. ¢. + 
alexine 0,01 c. ¢; 

6° Sér. de cob. norm. 0,3 c.c. + Sol. physio!. de NaCl (0,9) 0,2-c. c¢. 
+ alexine 0,41 c. c. 

7° Sol. physiol. de NaCl (0,9) 0,3.c.c. + émulsion d. spermatoz 0,2 c. c. 
+ alexine 0,1 ¢. c. 

Contact pendant une demi-heure a 37° C. 

Unc heure plus tard, 0,1 c.c. du systéme hémolytique suivant (employé 
également dans toutes les expériences de fixation subséquentes) a été ajouté 
a chaque tube: 
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0,4. c. de cellules lavées de sang rouge de chévre, 

4,4 c. c. » 0,9 NaCl. 

0,5 c. ce. de substance sensibilisatrice, lapin, chévre. 

Résultat: Hémolyse compléte dans les tubes nos 3, 6 et 7 au bout de 
14 minutes a 370 C. Pas d’hémolyse dans les tubes 1 et 2 ou 4 et 5. Deux 
heures plus tard, 4 la température du labaratoire, on a observé une trace 
dhémolyse dans les tubes 4 et 5 et rien dans les nos 4 et 2, 


Il est évident d’aprés ce résultat (des résultats similaires ont 
été aussi obtenus avec d’autres sérums), que des substances sen- 
sibilisatrices sont présentes dans le sérum de cobaye normal 
chauffé. Il y avait une faible indication de l’existence d’une diffé- 
rence de capacité de fixation dans les sérums normal et immun. 
Cela a été examiné plus loin. 


EXPERIENCE II 


En vue de déterminer s’il existe des substances sensibilisatrices 
dans le sérum chauffé de cobayes males et femelles; ont été pré- 
parés les tubes suivants : | 


4o Sérum de cobaye normal (56° C) male, 0,3 ec. + émuls. spermatoz. 
0,2¢. c. + alexine 0,05 c. c; 

20 Sérum de cobaye normal (5€° C) male, 0,3 ¢c.c. + émuls. spermatoz. 
0,2 c. ce. + alexine 0.4 cc: 

30 Sérum de cobaye normal (560,C) male, 0,3 ¢.c. + 0,9 ¢. c. NaCl 
0,2 ¢.c. + alexine 0,1 c. c; 

40 Sérum de cobaye normal (560 C) femelle, 0,3 c. c. +_émuls, spermatoz. 
0,2.c.c. + alexine 0,05 c. c; 

50 Sérum de cobaye normal (560 C) femelle, 0,3 c. c. + émuls. spermatoz. 
0,2 ¢. c. + alexine 0,4 c. c. ; 

6° Sérum de cobaye normal (560 C) femelle, 0,3 c. c. + 0,9 NaCl 0,2 c. c. 
+ alexine 0,1 ¢. c; 

7o Sérum spermotoxique (56°C) 0,3 ¢. c. + émuls. spermatoz. 0,2 ¢. ¢. 
+ alexine 0,05 ¢. ¢ ; 

80 Sérum spermotoxique (560 C) 0,3c. c. + émuls. spermatoz. 0, 2 ¢. c. 
+ alexine 0,1 c. c; 

go Sérum spermotoxique (560 C) 0,3.¢. c. + 0,9 NaCl 0,2c. c. + alexine 
Ovisozicy 

4000, 9 NaCl 0,3 c. c. + émuls. spermatzo. 0,2 c.c. + alexine Ores: 

Contact durant une heure a 370 C. Ensuite, addition de 0,1 c. ¢. de 
systeme hémolytique 4 chaque tube. 

Résultat : Hémolyse compléte dans les tubes 3, 6, 9 et 10. Au bout de 
20 minutes, trace d’hémolyse dans les tubes 2, 5 et 8. Pas d’hémolyse 
dans les tubes 4, 4 et 7. C’est-a-dire sérum normal chauffé, male et femelle, 
fixé aussi bien que }e sérum spermotoxiqzue des doses de 0,3 ¢. c¢. avec 
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0,05 c. c. dalexine, aucune différence a constater entre les sérums male et 
femelle. 


Lesérum normal chauffé, de cobaye femelle, était obtenu d’une 
femelle pleine. Le méme résultat a été obtenu aeve du sérum 
provenant d’une jeune femelle de cobaye non pleine. Les sérums 
normaux chauffés, exposés dans l’expérience II pour voir s’ils 
contiennent des substances sensibilisatrices, ont été essayés pour 
leur activité toxique avec les mémes spermatozoides. Des pre- 
parations de goutte pendante ont été faites de chacun des mé- 
langes dans Vexpérience III. 


EXPERIENCE III. 


/ 


Jo Une goutte d’émulsion de spermatozoides + une goutte d’alexine. 
Les spermatozoides étaient vus vivants et actifs au bout de 20 minutes ; 


20 Une goutte d’émulsion de spermatozoides + une goutte de sérum de 
cobaye (femelle) chauffé, méme résultat qu’au no 4 ; 


a 

30 Une goutte d’émulsion de spermatozoides + une goutte desérum de 
cobaye (male) chauffé + une goutte d’alexine; méme résultat qu’aux 
nos 1 et 2; 


40 Une goutte d’émulsion de spermatozoides + une goutte de sérum 
spermotoxique + une goutte d’alexine, immédiatement aprés la confection 
dela préparation, les spermatozoides sont activement mobiles; au bout de 
10 minutes, ils sont tués ? : 


De cette expérience on peut conclure que le sérum de cobaye 
normal chauffé avec de l’alexine, ne tue pas les spermatozoides, 
quoiqu il contienne des substances sensibilisatrices qui produisent 
une réaction de fixation positive. 

Les sérums normal et spermotoxique contenant tous les deux 
des substances sensibilisatrices, étant donné que l’un ne manifeste 
aucune activité toxique, tandis que dans l’autre elle est trés pro- 
noncée, il était intéressant de rechercher, si possible, les facteurs 
dont dépend cette différence. 

Une expérience a été faite pour voir si les sérums spermo- 
toxique et normal perdent leur puissance sensibilisatrice (et en 
ce qui concerne le sérum spermotoxique sa toxicité), aprés con- 
tact avec les. spermotozoides. Des quantités égales d’émulsion 
de spermatozoides et de sérum spermotoxique ont été mélan- 
gées et laissées en contact, A la température du laboratoire, 
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2 heures durant. Un mélange similaire a été fait de sérum normal 
chauffé et de spermatozoides, qu’on a laissés en contact pendant 
2 heures; au bout de ce temps, on a aspiré avec une pipette le 
liquide surnageant et bien lavé les spermatozoides. Le liquide 
surnageant a été prélevé du tube contenant des spermatozoides 
et le serum spermotoxique sera désigné A et les spermatozoides 
A,; de méme, le liquide surnageant du mélange de spermato- 
zoides avec le sérum normal chauffé sera désigné C et les sperma- 
tozoides C, dans les expériences qui suivent. 


EXPERIENCE IV 


En vue de déterminer la toxicité du liquide A. Des prépara- 


tions en goutte pendante ont été faites avec chacun des mélan- 
ges suivants : 


4o Une goulte de sérum spermotoxique + une goutte d’émulsion de 
spermatozoides + une goutte d’alexine. Les spermatozoides sont vivants et 


actifs au moment de la confection de Ja préparation; ils meurent en dix 
minutes de temps; 


20 Une goutte de fluide ‘* A” + une goulte d’émulsion de spermatozoides 
+ une goutte d’alexine. 


Résultat : Spermatozoides vivants et trés mobiles vingt minutes aprés 
la confection de la préparation ; 


30 Une goutte d’alexine + une goutte d’émulsion de spermatozoides; le 
méme résultat qu’au no 2. 

En conséquence, le sérum spermotoxique, laissé en contact 
avec des spermatozoides pendant 2 heures, perd ses propriétés 
toxiques. 

EXPERIENCE V 


En vue de déterminer si le fluide A et le fluide C possédent 
des substances sensibilisatrices capables de fixer l’alexine. Les 
tubes suivants ont été préparés : 


‘Jo Fluide‘‘A” 0,3¢.c.+ émuls. spermatozoides0,3 c. c. + alexine 0,05c.¢.3 

20 0,9 NaCl 0,3 c. c. + émuls, spermatoz. 0,3 c. c. + alexine 0,05 c. c.5 

30 Fluide “CG” 0,3 c. c. + émuls. spermatoz. 0,3 c. c, + alexine 0,05 ¢. ¢.; 

4o Fluide ‘‘ A” 0,3 c.c. + 0,9 NaCl + alexine 0,05 c. ¢. 

Contact pendant une heure a 37° C, Ensuite, addition de 0,4 c. c. de 
systéme hémolytique 4 chaque tube. Aprés deux heures passées a la tempé- 
rature du laboratoire : hémolyse compléte dans les tubes 2, 3 et 4. Presque 
pas dans le tube no 4. Donc, un sérum spermotoxique qui a perdu ses pro- 
priétés toxiques est encore 4 méme de fixer alexine. 
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' Une autre expérience similaire & celle décrite ci-dessus a été 
faite, avec cette différence que l’autre tube contenait du sérum 
spermotoxique et des spermatozoides avec de l’alexine. L’expé- 
rience montra qu’un sérum spermotoxique qui a perdu sa toxi- 
cité, aussi bien que celui qui n’a pas été laissé au préalable en 
contact avec les spermatozoides, ne fixe pas l’alexine. Un sérum 
normal chauffé aprés contact avec les spermatozoides, n’est plus 
en mesure non plus de fixer lalexine. 

L’expérience qui suit a été faite pour déterminer si les sper- 
matozoides, qui ont été laissés en contact avec un sérum sper- 
motoxique et avec un sérum normal chauffé, absorberaient de 
la substance sensibilisatrice; et aussi pour voir si, dans le cas 
ou ily aurait absorption de substance sensibilisatrice, cette com- 
binaison de substance sensibilisatrice et de spermatozoides 
résisterait au lavage. 

Le volume initial d’émulsion de spermatozoides et de sérum 
spermotoxique, aprés lavage préalable, a été augmenté de 0,9 
NaCl. Les tubes suivants ont été préparés : 


EXPERIENCE VI 


1o Sérum spermotoxique 0,1 c. c. + émuls. spermatoz. 0,2 c. ¢. + 
alexine 0,05 ¢. ¢. ; 


3 


20 Sérum spermotoxique 0,1 c. c. + 0,9 NaCl 0,2 c.c. + alexine 0,05 ¢. c.; 
30 Sérum de cobaye normal (560 C.) 0,4 c. c. + émuls. spermatoz. 0,2 c. ¢. 
+ alexine 0,05 ¢c. c.; 


4o Sérum de cobaye (460 C.) 0,1 c. c. + 0,9 NaCl 0,2 c. ¢. + alexine 
0,05 c. ¢.; 

50 0,9 NaCl 0,2 c. c. + émuls. spermatoz. 0,2 ¢. c. + alexine 0,05 ¢. ec. 

Contact d’une heure & 370 C. Le systeme hémolytique a été ajouté dans 


les conditions habituelles : hémolyse compléte dans les tubes 2, 3, 4 et 5. Pas 
Whémolyse dans le tube no 4. 


Dans le sérum spermotoxique l’union entre la substance sen- 
sibilisatrice et les spermatozoides est done plus stable que nel’est, 
dans le sérum de cobaye normal chauffé, l’union entre la substance 
sensibilisatrice et les spermatozoides. Ce fait peut étre impor- 
tant par rapport a la différence entre les sensibilisateurs dans 
les sérums normaux et les sérums immuns dans d’autres exemples. 

Il semblait également qu’il existait des différences relatives 
dans la quantité de substance sensibilisatrice :pour les sperma- 
tozoides dans les sérums spermotoxiques et le sérum de cobaye 
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normal chauffé. La question a été examinée dans lexpérience 
qui suit. On a employé de plus petites quantités de sérum nor- 


mal et de sérum immun avec la méme quantité de sperma- 
tozoides. 


EXPERIENCE VII 


1° Emuls. spermatoz. nee cob. immunisé) 0,2 ¢. c. + 0,9 NaCl 0,3 ¢ 
+ alexine 0,05.c. c. ; 

Qo Eiauls. spermatoz. (de cob. jen aise) 0,2 c. c. +. sér. spermotox. 
,3 ¢. c. + alexine 0,05 c. ¢.; 

30 Emuls. spermatoz. (de cob. normal) 0,2 c. c. + 0,9 NaCl 0,3 ¢. ¢ + 
alexine 0,05 c. c. ; / 

400,9 NaCl0,2¢. c. + sérum spermotoxique 0,3 c.c. + alexine 0,05 ¢. c.; 

50 Emuls. sperinatoz. (de cob. normal) 0,2 ¢. c. + sérum spermotoxique 
0,3 c. c. + alexine 0,03 ¢. ¢. 

Contact d'une heure a 370 C. Addition du systéme hémolytique. Hémolyse 
complete dans les tubes 1, 3 et 4 au bout de vingt minutes; pas d’hémolyse 
dans les tubes 2 et 5. 


Bao 


Le sérum de cobaye normal chauffé contient de la substance 
sensibilisatrice pour les spermatozoides, mais en quantité beau- 
coup inférieure A celle contenue dans le sérum spermotoxique. 
A Vaide de la réaction de fixation, on peut promptement démon- 
trer la différence, ainsi qu’il a été exposé ci-dessus. L’expérience 
a été répétée avec plusieurs spécimens de sérum normal chauffé, 
mais le résultat a toujours été le méme. 

On est donc autorisé a conclure des expériences L et VII que 
la combinaison du sérum spermotoxique avec les spermatozoides, 
c’est-a-dire la combinaison de la substance sensibilisatrice d’un 
sérum immun avec son antigéne, est capable de fixer plus d’a- 
lexine que la combinaison de sérum de cobaye normal chauffé 
avec les spermatozoides, c’est-a-dire la substance sensibilisatrice 
dans un sérum normal et son antigéne. 

Ensuite, en étudiant le sérum spermotoxique et le séruam 
de cobaye normal chauffé, on aconstaté deux faits d’un intérét 
considérable et peut-étre généralement applicables aux différences 
entre les substances sensibilisatrices dans les sérums normaux 
et immuns. Voici, en substance, ces faits : 

49 La substance sensibilisatrice d’un sérum immun et son 
antigéne combinés, sont capables d’absorber plus d’alexine que 
la combinaison d’une substance sensibilisatrice similaire dans un 
sérum normal avec le méme antigéne; c’est-a-dire que l’on peut 


982 ANNALES DE L’INSTIFUT PASTEUR 


démontrer la différence d’ « avidité pour Palexine » dans les deux 
combinaisons ; 

2° L’union entre la substance sensibilisatrice dans un sérum 
normal chauffé et son antigéne est moins table que union entre 
la méme substance sensibilisatrice dans.un sérum immun et son 
antigéne. . 

Ces observations se rapportent a la toxicité que lon cons- 
tate en ajoutant du sérum spermotoxique aux spermato- 
zoides, en présence d’alexine et A l’absence de toute puissance 
toxique, lorsqu’on ajoute du sérum normal chauffé, bien 
qu’on sache que ce dernier contient des substances sensibilisa- 
trices. 

Jusqu’a présent, on n’a cité aucun fait expérimental a l’appui 
de ce phénoméne et lidée n’est avancée qu’a titre d’hypothése 
en vue d’expliquer le fait. 


x 


On continue a rechercher l’explication de ce mécanisme. 

_ L’expérience de Metalnikoff, avec les spermatozoides d’ani- 
maux normaux et immunisés et le sérum de cobaye frais, a été 
répétée de la fagon suivante : 

Des quantités égales d’émulsion de spermatozoides prove 
nant d’un cobaye injecté avec eux, et du sérum de cobaye nor- 
mal frais ont été mélangés et laissés en contact. On a fait un mé- 
lange similaire d’émulsion de spermatozoides provenant d’un 
cobaye normal et de sérum de cobaye normal. Deux heures plus 
tard, on a fait des préparations en goutte pendante du sérum 
et des spermatozojdes de cobaye immunisé; on a vu ensuite que 
ces spermatozoides étaient tués. Toutefois, les spermatozoides 
provenant du cobaye normal étaient vivants, méme 16 heures 
plus tard et plusieurs d’entre eux faisaient preuve d’une mobilité 
active. Cela con firme l’observation de Metalnikoff. Cependant pour 
que sa conclusion soit justifiée, c’est-a-dire pour que les sperma- 
tozoides provenant de cobayes injectés avec des spermatozoides 
contiennent des substances sensibilisatrices in vivo, il faudrait 
une autre expérience; on aurait a montrer que ces spermatozoides 
(provenant d’un cobaye qui au préalable fut injecté avec) con- 
tribuent a la fixation de l’alexine, tandis que les spermatozoides 


> re . . , 
d’un cobaye normal ne le font pas. Cette expérience fut instituée 
ainsi 
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EXPERIENCE VIII 


1° Spermatozoides lavés “‘ A” 0,6 c. c. + alexine O0bier Ce: 

20 Emulsion de spermatozoides (non stérilisée) 0,3 c.c. + 0,9 NaCl 0,3 ¢. c. 
+ alexine 0,05 c. c.; 

30 Spermatozoides ‘‘ C” lavés 0,6 ¢. c. + alexine 0,05 ¢c. c. 

Contact d’une heure a 37°C, Ensuite addition de 0,1 c. c. de systéme 
hémolytique & chaque tube. Au bout d’une heure et demie, Vhémolyse est 
compléte dans les tubes 2 et 3. Pas d’hémolyse au tube no 4. 


C’est-a-dire que les spermatozoides provenant d’un cobaye 
injecté au préalable avec des spermatozoides ne sont pas capables 
de fixer lalexine dans ces proportions. On n’est peut-étre pas 
autorisé 4 conclure, comme l’a fait Metalnikoff, que les sperma- 
tozoides, provenant des cobayes injectés avec des spermatozoides, 
sont sensibilisés in vivo, bien que le sérum de cobaye normal frais 
soit incontestablement plus toxique pour eux que pour les sper- 
matozoides provenant d’animaux normaux. 
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